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A Einleitung

A  EINLEITUNG

Die humane Yersiniose, verursacht durch das Bakterium Yersinia enterocolitica, stellt eine
ernst zu nehmende Erkrankung in der Bevolkerung der Bundesrepublik Deutschland dar. Dies
verdeutlichen ansteigende Fallzahlen der Yersiniose seit Einfiihrung der detaillierten
Meldepflicht im Jahr 2001. Im Jahr 2001 wurden allein im Bundesland Bayern 594 Félle von
Erkrankungen an Y. enterocolitica registriert, im Jahr 2002 waren es bereits 632 Félle. Die

Erregerisolate gehdrten dabei am hédufigsten dem Bioserovar 4/0:3 an.

Im Rahmen dieser Studie sollen diesen Zahlen eigene Untersuchungsergebnisse gegen-
iibergestellt werden. Stuhlproben an Enteritis Erkrankter aus dem Grof3raum Miinchen werden
dafiir auf das Vorhandensein von Y. enterocolitica untersucht, jahreszeitliche Schwankungen
der Nachweisrate, die Alters- und demographische Verteilung der Yersiniose soll ermittelt

und anhand fritherer Studienergebnisse diskutiert werden.

Es stellt sich die Frage nach der Infektionsquelle. Neben der direkten Ubertragung scheint vor
allem die alimentire Ubertragung ein wichtige Rolle zu spielen, Y. enterocolitica wird des-
halb auch zu den sogenannten "food-borne pathogens" gezédhlt. Das Schwein, das in
Deutschland am hiufigsten zur Lebensmittelgewinnung dienende Tier, ist ein Hauptreservoir.
Humanpathogene Y. enterocolitica des Bioserovars 4/0:3 konnen sehr héufig auf den
Tonsillen und im Kot der Tiere nachgewiesen werden ohne dass klinische Symptome zu

beobachten waren.

Fall-Kontroll-Studien, sowie molekularbiologische Studien aus skandinavischen Landern
belegen den Zusammenhang zwischen kontaminiertem Schweinefleisch und an Yersiniose
erkrankter Menschen. In Deutschland wurden bisher keine vergleichbaren Studien durch-
gefiihrt. Doch auch hierzulande kann Y. enterocolitica des Bioserovars 4/0O:3 sehr haufig in
Schweinen nachgewiesen werden, die Erregerisolierung gelang an Schlachthéfen, in fleisch-

verarbeitenden Betrieben sowie auf Einzelhandelsebene.

Ziel dieser Studie war es, gesammelte Y. enterocolitica-Staimme des Bioserovars 4/0:3 aus
Stuhlproben des Menschen, sowie aus Schweinefleisch und Schlachtnebenprodukten des
Schweines mit Hilfe einer molekularbiologischen Methode néher zu charakterisieren. Die

Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) stellte sich dabei bereits in fritheren Arbeiten als die am
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besten dafiir geeignete Methode heraus. Die erzeugten Bandenmuster sollen verglichen
werden, um eventuell vorhandene, gemeinsame Genotypen bei Humanstdmmen und
Lebensmittelstimmen festzustellen. Schweinefleisch, sowie Erzeugnisse daraus wiirden dann
auch in Deutschland eine wichtige Infektionsquelle fiir die Yersioniose des Menschen

darstellen.

Desweiteren soll die Anwendbarkeit der PFGE bewertet werden, in der Umwelt weit ver-
breitete, apathogene Yersinien von pathogenen Vertretern dieser Spezies abzugrenzen. Auch
die Diskriminierungsfahigkeit der Methode zwischen verschiedenen pathogenen Yersinia
Spezies, sowie zwischen verschiedenen Bioserovaren von Y. enterocolitica soll im Rahmen

dieser Studie untersucht werden.



B Literatur

B Literatur

1 Yersinia als Krankheitserreger

1.1  Fiir den Menschen bedeutsame Spezies

Yersinia ist eine Gattung innerhalb der Familie der Enterobacteriaceae und umfasst derzeit
elf verschiedene Spezies: Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis, Yersinia
pseudotuberculosis, Yersinia intermedia, Yersinia frederiksenii, Yersinia kristensenii,
Yersinia mollaretii, Yersinia bercovier, Yersinia aldova, Yersinia rohdei und Yersinia ruckeri
(ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990). Aufgrund von #hnlichen Eigenschaften werden Y.
bercovier und Y. mollaretii oft unter dem Begriff "Y. enterocolitica-like" Bakterien
zusammengefasst (WAUTERS et al. 1988b), sie waren ehemals als Biovar 3A und 3B in die

Spezies Y. enterocolitica eingegliedert.

Als Krankheitserreger fiir den Menschen spielen Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und Y.
enterocolitica eine Rolle (ALEKSIC und BOCKEMUHI 1990). Y. pestis, der Erreger des
"schwarzen Todes", einer Infektion, die im Mittelalter epidemisch auftrat, ist heute aus
unseren Breitengraden verschwunden (KAYSER et al. 1993), wihrend Y. pseudotuberculosis
und vor allem Y. enterocolitica als Erreger der menschlichen Yersiniose in den letzten Jahren
zunehmende Bedeutung erlangt haben (BOTTONE 1999). Y. enterocolitica ist jedoch nicht
nur ein humanpathogener Erreger, neben pathogenen Vertretern dieser Spezies existieren
noch eine Reihe von apathogenen Umweltkontaminanten die diagnostisch abgegrenzt werden

miissen (NEUBAUER et al. 2001a).

Alle weiteren Spezies haben in der Regel nur differentialdiagnostische Bedeutung. Sie sind in
der Umwelt weit verbreitet und konnen deshalb hiufig aus Lebensmitteln isoliert werden. Nur
gelegentlich werden sie mit Einzelerkrankungen in Zusammenhang gebracht, als sogenannte
opportunistische Krankheitserreger (VARNHAM und EVANS 1991, BAUMGART 1999).
Bei Y. ruckeri handelt es sich um einen fischpathogenen Erreger, der fiir die sogenannte
Enteric Redmouth Disease bei Forellen und anderen Salmoniden verantwortlich gemacht wird

(BISPING und AMTSBERG 1988).
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1.2 Das Krankheitsbild beim Menschen

Y. enterocolitica Stimme, die mit menschlichen Erkrankungsfillen in Verbindung gebracht
werden, gehdren meistens folgenden Bioserovaren an: 4/0:3, 2/0:9, 2/0:5,27, 1B/0O:8, 3/0:3.
Stimme des Biovars 1A werden aufgrund eines fehlenden Plasmids als apathogene Vetreter

betrachtet (ZHENG und XIE 1996).

BURNENS et al. (1996) berichten von einer nicht vernachlédssigbaren Anzahl an Isolierungen
von Biotyp 1A, die mit Gastroenteritis assoziiert waren. Eine klinische Relevanz wird gemal3
BOTTONE (1997) nur dann angenommen, wenn entsprechende Stimme mehrmals aus
einund demselben Patienten isoliert werden konnen, andere enteropathogene Erreger

ausgeschlossen werden kénnen und ein Nachweis von Pathogenititsfaktoren gelingt.

Beim Menschen werden meist Einzelfdlle beobachtet, gelegentlich erkrankt auch eine groBere
Gruppe an Personen. Verldssliche Angaben tiber die zur Erkrankung notwendige Infektions-

dosis fehlen bisher (DEDIE et al. 1993).

Durch Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis werden pathologisch-anatomische Ver-
anderungen des lymphoretikuldren Systems hervorgerufen, so dass auch vom klinischen Er-
scheinungsbild Ahnlichkeiten vorhanden sein konnen (BAUMGARTEN et al. 1977). Durch
beide Erreger verursachte Krankheiten werden als Yersiniosen zusammengefasst (DEDIE et
al. 1993). Die Préavalenz von Y. enterocolitica ist jedoch um ein Vielfaches hoher. Einer
grofangelegten Studie von AHVONEN (1972) an 6.030 Patienten zufolge war Y.
enterocolitica zehnmal hdufiger an einem Krankheitsgeschehen beteiligt als Y.

pseudotuberculosis.

Die klinischen Erscheinungen der Yersiniose des Menschen lassen sich in drei verschiedene
Verlaufsformen einteilen: 1. Enterale Verlaufsform
2. Extraabdominelle Organmanifestationen und septische

Verldufe

3. Immunpathologische Verlaufsform.
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Die Virulenz des Erregerstammes, die Infektionsdosis, genetische Faktoren sowie Alter und
Immunstatus des Erkrankten haben dabei Einfluss auf den Krankheitsverlauf (BOTTONE
1997).

1.2.1 Enterale Verlaufsformen

Je nach Krankheitsbild konnen die enteritische und pseudoappendizitische Verlaufsform

unterschieden werden.

Enteritische Verlaufsform

Gastroenteritis ist das prddominierende Symptom einer Infektion mit Y. enterocolitica beim
Menschen, iiber 70 % der klinisch manifesten Infektionen mit diesem Erreger entwickeln
dieses Krankheitsbild (HOOGKAMP-KORSTANIJE und de KONING 1990). Die Krankheit
beginnt mit leichtem Fieber, Bauchschmerzen und Diarrhoe. Die Stiihle sind diinnbreiig bis
wissrig, Blut- und Schleimbeimengungen weisen auf eine Beteiligung des Dickdarms hin
(DEDIE et al. 1993). Auch Erbrechen kann auftreten, wenn dies auch nicht das Leitsymptom
ist (CORNELIS et al. 1987).

Die enteritische Verlaufsform ist ein hdufiges Krankheitsbild bei Kindern unter sechs Jahren
und bei Erwachsenen (HEIN und KNAUFF 1978, BOTTONE 1999). Schwere
Verlaufsformen beim Erwachsenen sind beschrieben worden, vor allem Infektionen mit dem
Bioserovar 1B/O:8 verursachen nekrotisierende Enterocolitis und hdmorrhagische Enteritis
mit ulzerierenden Léasionen in Ileum und Colon, die unter Umstdnden eine Perforation und

Peritonitis bedingen konnen (CORNELIS et al. 1987, ZHANG et al. 1997).

Die Erkrankung ist in der Regel selbst limitierend und klingt bei komplikationslosem Verlauf
nach wenigen Tagen, seltener nach einigen Wochen ab (HEIN und KNAUFF 1978, TAUXE
et al. 1987). Jedoch auch von chronischen Krankheitsgeschehen, bei denen die Symptome
tiber Jahre hinweg anhielten und die hdufig durch immunpathologische Komplikationen
begleitet wurden, ist berichtet worden (AHVONEN 1972, VAN DE PITTE et al. 1973,
HOOGKAMP-KORSTANIJE et al. 1986). Dass es sich hierbei um persistierende Infektionen
handelte konnte dadurch bewiesen werden, dass der Erreger jederzeit mit Hilfe indirekter

Immunofluoreszenz aus Biopsieproben der Lymphknoten nachweisbar war (HOOGKAMP-
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KORSTANIJE et al. 1988). Auch symptomlose Dauerauscheider kommen vor (WUTHE et al.
1982, VAN NOYEN et al. 1987). In der ehemaligen DDR konnten nach Einfithrung der
Meldepflicht fiir Yersiniose knapp 5% der Keimisolierungen nicht mit einer Erkrankung in

Verbindung gebracht werden (KIESEWALTER 1992).

Pseudoappendizitische Verlaufsform

Diese Verlaufsform wird durch eine akute terminale Ileitis und mesenteriale Lymphadenitis
hervorgerufen und ist ein hiufiges Krankheitsbild bei Infektionen mit Y. pseudotuberculosis.
Seltener findet man diese Symptomatik auch bei Infektionen mit Y. enterocolitica, dann sind
vor allem heranwachsende Kinder und Jugendliche betroffen (AHVONEN 1972,
HOOGKAMP-KORSTANIJE und DE KONING 1990, BOTTONE 1999 ).

Ein plotzlicher Beginn mit Fieber und Erbrechen begleitet von Druckschmerz im rechten
Unterbauch bestimmen dieses Krankheitsbild, die ausgepragte Symptomatik fiihrt gewdhnlich
zu einem operativen Vorgehen (DEDIE et al. 1993). Intraoperative Befunde sind vergroBerte
Mesenteriallymphknoten und eine akute terminale Ileitis bei meist unauffalliger Appendix

(BEYER 1979).

1.2.2 Extraintestinale Verlaufsformen

Sepsis

Vor allem das hoch pathogene Bioserovar 1B/O:8, ein ehemals nur in den USA verbreitetes
Bioserovar, kann systemische Erkrankungen verursachen (WORMSER und KEUSCH 1981).
Patienten mit gleichzeitig bestehenden Grunderkrankungen, wie chronischer Hepatitis, Dia-
betes oder Neoplasien und dadurch geschwéchtem Immunssystem sind fiir eine septische Er-

krankung pridisponiert (DEDIE et al. 1993).

Auch eine medikamentdse oder krankheitsbedingte Eiseniiberladung des Organismus konnen
Ausloser einer Sepsis sein, denn hohe Serumeisenspiegel ermdglichen auch anderen patho-
genen Bioserovaren ohne Siderophore (alle auBer 1B/O:8) eine systemische Erregeraus-
breitung. Eine Behandlung mit Eisenchelatbildnern (z.B. Deferoxamin) oder Erkrankungen

des hdmatologischen Systems wie die Thalassdmie oder die Sichelzellenandmie spielen in
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diesem Zusammenhang eine Rolle (BLEI und PUDER 1993, COVER und ABER 1989).
Nicht nur die orale Erregeraufnahme kann Ausloser einer Sepsis sein, von Erkrankungen nach
Bluttransfusionen ist ebenfalls berichtet worden. In diesem Zusammenhang ist von

Bedeutung, dass Blutspender mit asymptomatischer Bakteridmie vorkommen (STROBEL et

al. 2000).

Klinisch duBlert sich die septische Verlaufsform durch Fieber, schweres Krankheitsgefiihl mit
Kopf- und Gliederschmerzen, hiufig begleitet von Schiittelfrost, Ubelkeit und Erbrechen, eine
abdominelle Symptomatik muss dabei einer Sepsis nicht zwingend vorangehen (HEIN und

KNAUEFF 1978, DEDIE et al. 1993).

Andere extraintestinale Manifestationen

Weitere schwere, wenn auch seltene extraintestinale Verlaufsformen von Y. enterocolitica
Infektionen stehen oftmals im Zusammenhang mit einer vorausgegangenen Sepsis. Generali-
sierte Lymphadenitis, Hepatitis und Splenomegalie kommen vor, fokale septische Metastasen
kénnen Meningitis, Lungen- und Leberabszesse, Arthritis, Osteomyelitis oder Endokarditis
verursachen (DEDIE et al. 1993, BOTTONE 1999). Dabei handelt es sich oftmals um
persistierende Infektionen, die iiber Jahre hinweg nachweisbar sind und immer wieder-

kehrende, akute Krankheitsschiibe bedingen (HOOGKAMP-KORSTANIJE et al. 1988).

Von Zusammenhingen zwischen einer Y. enterocolitica Infektion und einer autoimmunen
Erkrankung der Schilddriise (Grave’s disease) ist berichtet worden (WENZEL et al. 1988).
HEYMA et al. (1986) konnten TSH-Rezeptoren auf Y. enterocolitica nachweisen, die von

TSH Antikorpern im Rahmen einer autoimmunen Erkrankung erkannt wurden.

Auch eine exsudative Pharyngitis mit Halsschmerzen ist hdufig mit einer Yersiniose assoziiert
(TAUXE et al. 1987) und kann als ein klinisches Kriterium fiir die Diagnose herangezogen
werden (TACKET et al. 1983). Auswertungen von Meldestatistiken aus der ehemaligen DDR
ergaben, dass Racheninfekte zusammen mit Durchfall als zweithdufigstes Symptom einer
Yersiniose zu finden war und in 8,7% der Erkrankungsfille mit Y. enterocolitica vorkam

(DIESTERWEG 1992).
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1.2.3 Immunpathologische Verlaufsformen

Immunpathologische Krankheitsgeschehen treten haufig als Folgeerscheinung nach durchge-
machter enteralen Symptomatik auf (GRANFORS et al. 1980), und konnen den Charakter
eines eigenstindigen Krankheitsbildes annehmen (DEDIE et al. 1993). Sie stehen meist im
Zusammenhang mit Y. enterocolitica Infektionen mit Bioserovar 4/0O:3 oder 2/0:9
(NESBAKKEN 1992) und waren deshalb in der Vergangenheit vor allem in den
Skandinavischen Landern weit verbreitet (WINBLAD 1981).

Reaktive Arthritis

Hierbei handelt es sich um eine postinfektiose, nichtseptische Arthritis, die durch eine
extraartikuldre Infektion ausgelost wird und bei der der ursdchliche Erreger nicht lebend im
Gelenk nachweisbar ist (PSCHYREMBEL 1994). Die Pathogenese dieses Krankheitsbildes
ist noch weitgehend ungeklart, eine genetische Priadisposition im Zusammenhang mit HLA-
B27, einer Variante der korpereigenen Gewebeantigene, die auch mit Auftreten von
Spondylitis ankylosans assoziiert ist, wird angenommen (DEQUEKER et al. 1980). Betroffen
sind vorwiegend Hand-, Zehen- und Kniegelenke, seltener Ellenbogen-, Schulter-,
Sternoklavicular- und Kiefergelenke. Auffallend ist, dass mehrere Gelenke zeitlich
nacheinander betroffen sein konnen (HEIN und KNAUFF 1978). Symptomatisch duBert sich
das Krankheitsgeschehen in einem typischen Entziindungsgeschehen: Roétung, Schwellung,
Schmerzen, eingeschrinkte Funktion, Fieber und bisweilen auch Gelenkserguss werden
beobachtet (DEDIE et al. 1993). Meist flaut die Symptomatik innerhalb eines Zeitraums von
drei Monaten wieder ab, aber auch chronische Krankheitsbilder und Rezidive kommen vor
(AHVONEN 1972). Auch von Augenentziindungen in Form von Iritis, Uveitis und
Conjunctivitis im Zusammenhang mit einer Arthritis ist berichtet worden, man spricht dann
vom sogenannten ,Reiter’s Syndrom®. Augenentziindungen kdénnen aber auch solitdr

auftreten (AHVONEN 1972, HOOGKAMP-KORSTANIJE et al. 1988).
Erythema nodosum
Dieses Krankheitsbild tritt vor allem bei Frauen auf. Einer Studie von AHVONEN (1972) zu-

folge waren bei fast 95 % der auftretenden Fille Frauen betroffen. Das Erythema nodosum,

auch Knotenrose genannt, ist eine akut-entziindliche Hauterkrankung der Subkutis mit
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perivaskuldrer Infiltration und sekundérer Granulombildung. Die klinischen Symptome sind
rote, bis 5 cm grofBe, unscharf begrenzte und nur gering erhabene druckschmerzhafte Knoten
von teigig derber Konsistenz, die symmetrisch an Unterschenkelstreckseiten, Knie- und Ful3-
gelenk, seltener auch Unterarmen und Gesd3 auftreten konnen. Das Krankheitsbild wird
hiufig von einem allgemeines Krankheitsgefiihl, Kopf- und Gelenkschmerz, und miBigem
Fieber begleitet. Eine Riickbildung der Knoten erfolgt innerhalb von drei bis sechs Wochen,

Rezidive sind selten, aber moglich.

Pathogenetisch handelt es sich um eine allergische Hautreaktion in Form einer Immun-
komplexvaskulitis und zellvermittelter Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzdgerten Typ
(Typ IV Allergie), die auch durch andere Krankheitserreger, wie Streptokokken,
Toxoplasmen und Mykobakterien ausgelost werden kann (PSCHYREMBEL 1994).

1.3 Das Krankheitsbild beim Tier

1.3.1 Schwein

Auch wenn Y. enterocolitica haufig auf Schweinetonsillen nachweisbar ist, gehort der Erreger
nicht zur normalen Rachenflora, dies ist anhand von Untersuchungen an spezifisch pathogen
freien Tieren belegt (CHRISTENSEN 1980). Die Infektion erfolgt in der Regel latent, zu
einer Erkrankung kommt es erst dann wenn ungiinstige Umwelt- oder Haltungsbedingungen
hinzukommen, in Form einer sogenannten Faktorenerkrankung. Plotzlicher Futterwechsel,
einseitige Erndhrung, zu groBe Tierzahlen in beengten Raum koénnen den Erreger aktivieren
(WEIDENMULLER 1968). Jungtiere mit Darmparasitosen oder bei nasskalter Witterung sind
besonders gefdhrdet, die klinische Yersiniose tritt deshalb iiberwiegend als
Jungtiererkrankung auf. NATTERMANN et al. (1985, 1986) berichten iiber natiirliche
Krankheitsausbriiche in Schweinebestdnden: bei Ferkeln wurden katarrhalische Enteritis,
Serositis und Arthritis sowie Pneumonien beobachtet, bei Sauen kam es zu
Fruchtbarkeitsstorungen und zu Aborten. Eine Infektion mit Y. enterocolitica 4/0:3 war die
Ursache fiir eine systemische Erkrankung eines American Minipig-Ferkels mit letalem
Ausgang. Pathologisch anatomisch konnten eine nekrotisierende Ileitis und Typhlocolitis mit
gleichzeitig nekrotisierenden Verdnderungen der regionalen Lymphknoten festgestellt
werden, auch an Leber und Milz konnten pathologische Befunde erhoben werden, der

Erregernachweis gelang aus allen genannten Organen. Ein Zusammenhang mit einer
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vorangegangenen prophylaktischen Eisenapplikation wurde als Ausloser fiir die systemische

Erkrankung angenommen (BRUGMANN et al. 2001).

Experimentelle Infektionen von gnotobiotischen, neugeborenen Ferkeln fiihrten bei einem
Teil der Tiere zu Enteritis und Enterokolitis (TZIPORI et al. 1987). Ferkel, die mit hohen
Dosen von Y. enterocolitica oral infiziert wurden, entwickelten auch purulente
Meningoenzephalitis und nekrotisierende Entziindungen der Tonsillen (NAJDENSKI et al.
1998). Auch wenn die Tiere symptomlos waren, so schieden sie den Erreger in hohen
Keimzahlen iiber mehrere Wochen hinweg mit der Faeces aus (NIELSEN et al. 1996).
THIBODEAU et al. (1999) stellten fest, dass trotz der zeitlich limitierten Erregerexkretion
mit dem Kot eine Besiedelung der Tonsillen bestehen bleibt. Bei einer feingeweblichen
Untersuchung von Tonsillen klinisch gesunder, aber keimtragender Schlachtschweine stellten
SHIOZAWA et al. (1991) bei allen untersuchten Tieren eine Tonsillitis mit Mikroabszessen
fest.

1.3.2 Andere Haustiere

Auch Hund und Katze konnen an pathogenen Y. enterocolitica erkranken. Klinisch werden
abdominale Zysten, blutig schleimiger Durchfall, Infektion der Analdriisen und mesenteriale
Adenitis beschrieben, hdufig scheint die Infektion jedoch auch klinisch symptomlos zu
verlaufen. Ahnlich wie bei der Situation beim Menschen erkranken Welpen hiufiger als
erwachsene Tiere (FUKUSHIMA et al. 1984, FANTASIA et al. 1993, FENWICK et al. 1994,
HAYASHIDANI et al. 1995).

Sporadische Erkrankungen von Chinchillas stehen im Zusammenhang mit Infektionen mit
Biovar 3 und Serovare O:3, O:1, oder O:2. Die Bedeutung dieser Bioserovare fiir den
Menschen ist bis heute nicht gekldrt. Die Chinchillas erkranken an einer fibrindsen
Enterokolitis und Granulombildung auf den inneren Organen die einer Infektion mit Y.

pseudotuberculosis dhnelt (WUTHE und ALEKSIC 1992).
Kleine Wiederkduer, Hasen und Kaninchen konnen an diversen Serovare des Biovars 5 er-

kranken, auch dieses Bioserovar spielt jedoch fiir die Erkrankung des Menschen keine

wichtige Rolle.
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1.4  Pathomechanismen und Virulenz des Erregers

Alle drei humanpathogenen Yersinia Spezies besitzen ein 70 Kilobasen (Kb) grof3es
Virulenzplasmid mit der Bezeichnung pYV (Plasmid for Yersinia Virulenz) (GEMSKI et al.
1980), das eine gleiche Funktion erfiillt und in hohem Malle Homologie in den DNS Se-
quenzen aufweist (HEESEMANN et al. 1983). Durch Plasmidiibertragungsversuche konnte
gezeigt werden, dass wichtige Pathogenititsfaktoren plasmidcodiert sind (HEESEMANN et
al. 1984, PORTNOY und MARTINEZ 1985).

Bei der Expression plasmidcodierter Pathogenitaitsmerkmale kann eine Temperatur- und Cal-
ciumabhingigkeit beobachtet werden. Bei Temperaturen von +37°C und der Abwesenheit
von Calciumionen, wie das im Inneren der Wirtszelle der Fall ist, wird das Bakterien-
wachstum eingestellt. Stattdessen erfolgt dann die Expression von plasmidcodierten Pro-
teinen, die fiir die Virulenz des Erregers verantwortlich sind. Calciumabhéngiges Wachstum

ist deshalb eine Eigenschaft von plasmidhaltigen Erregerstimmen (MURIANA 2002).

Ein wichtiges plasmidcodiertes Oberfldchenprotein ist das Yersinia Adhédsin A (YadA), das
durch yadA codiert wird und unter anderem an der Adhésion des Bakteriums an die Wirtszelle
beteiligt ist (HEESEMANN und GRUTER 1987), auBerdem verhindert es die Phagozytose
des Bakteriums durch neutrophile Granulozyten (RUCKDESCHEL et al. 1996) und ist
verantwortlich fiir die sogenannte Serumresistenz, bei der die Bildung eines Membran-
Angriff-Komplexes verhindert wird (HEESEMANN et al. 1983). Dadurch wird die
Uberlebensfihigkeit und weitere Ausbreitung des Erregers im Wirtsorganismus gewihrleistet
(BOTTONE 1999). Yersinia Adhdsin A assoziierte Eigenschaften, wie Autoagglutination
(LAIRD und CAVANAUGH 1980) und Hiamagglutination (KAPPERUD et al. 1987) konnen

zum Nachweis des Virulenzplasmids im Labor herangezogen werden.

Desweiteren werden verschiedene plasmidcodierte Proteine gebildet die sezerniert werden, als
sogenannte Yops (Yersinia outer proteins). Diese Proteine konnen mit Hilfe des sogenannten
Typ III Sekretionsapparates Ysc, einem Tunnel aus zahlreichen Proteinen, die ebenfalls plas-
midcodiert sind, direkt in die Wirtszelle injiziert werden, wo sie dann korpereigene un-
spezifische Abwehrmechanismen wie Phagozytose durch Makrophagen und die Produktion
verschiedener Cytokine als Ausdruck interzellulirer Kommunikation verhindern koénnen

(CORNELIS 1998). Yops haben eine sehr hohe Antigenitdt und werden deshalb auch zur De-
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tektion von Yersinia spezifischen Antikorpern in Patientenserum herangezogen (MILENIA-

BIOTECH 1999).

Zur vollen Auspriagung der Virulenz sind zusédtzliche, chromosomal lokalisierte Gene not-
wendig. MILLER und FALKOW (1988) identifizierten zwei verschiedene Genloci, das
Invasionsgen (inv) und das Attachment invasin locus (ail), die beide an der Invasion des
Bakteriums beteiligt sind. Sowohl Y. pseudotuberculosis, als auch Y. enterocolitica besitzen
ein bei beiden Arten homologes Gen inv, dessen Proteinprodukt Invasin eine
gewebeunabhingige Invasion ermdoglicht. Dieses inv Gen ist auch bei nicht pathogenen
Stdimmen von Yersinien nachweisbar, auch diese Stimme sind damit in der Lage, wenn auch
verlangsamt, die Peyerschen Platten zu besiedeln (PEPE und MILLER 1993). Stimme ohne
Virulenzplasmid werden nach der Invasion jedoch durch eine Invasin induzierte Phagozytose
eliminiert (DEDIE et al. 1993). Daneben existiert das gewebespezifische Protein Ail, das nur

bei pathogenen Spezies von Yersinia zu finden ist.

Bioserovar 1B/O:8 besitzt ein zusitzliches, chromosomales DNS Fragment, das sogenannte
"high pathogenicity-island" (HPI), das fiir die hohe Pathogenitit dieses Bioserovars
verantwortlich ist (CARNIEL et al. 1992). Es codiert fiir das Yersiniabactin, einem
Siderophor (Eisentriger), das es diesem Bioserovar ermoglicht, Eisenionen einzufangen und
mit Hilfe der Siderophorrezeptoren intrazellulir aufzunehmen (HEESEMANN 1987).
Dadurch wird eine systemische Erregerausbreitung moglich. Auch bei Y. pseudotuberculosis

(BUCHRIESER et al. 1998) und Y. pestis (DE ALMEIDA et al. 1993) gibt es HPIs.

Die Bedeutung eines chromosomal-codierten, hitzestabilen Enterotoxins (Yst) von Y.
enterocolitca ist bisher nicht restlos geklirt. Es wird in vitro nur bei Temperaturen unter 30°C
gebildet und kann deshalb bei der Pathogenese einer Enteritis im Menschen keine Rolle
spielen. Eine Toxinproduktion in Lebensmitteln, die dann zu einem Intoxikationsgeschehen,
analog dem Staphylococcus aureus Enterotoxin flihren kann, ist denkbar (BAUMGART
1999).

Der Ort an dem Y. enterocolitica seine krankmachende Wirkung entfaltet, ist das terminale
Ileum (BOTTONE 1999). Der Erreger liberwindet die Epithelbarriere der Darmschleimhaut
iiber die sogenannten M-Zellen. Dies sind spezialisierte Epithelzellen, die keinen

Biirstensaum aufweisen, zur Phagozytose befdhigt sind (AUTENRIETH und FIRSCHING
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1996, HOF und DORRIES 2002) und eine rezeptorvermittelte Endozytose ermdglichen
(HANSKI et al. 1989). An der Anheftung und Invasion des Bakteriums sind chromosomale
(Inv und Ail), sowie plasmidcodierte (Yad A) Oberflachenproteine beteiligt (HEESEMANN
und GRUTER 1987, MILLER und FALKOW 1988).

Es folgt die Ansiedelung in den Peyerschen Platten, einer Ansammlung von Lymphfollikeln,
die Bestandteil des sogenannten Gut Associated Lymphoid Tissue sind. Hier vermehrt sich Y.
enterocolitica, meistens extrazelluldar, nur eine kleiner Prozentsatz vermehrt sich in den
Phagozyten (HANSKI et al. 1989). Das Vorhandensein eines Virulenzplasmids ist dann Vor-
raussetzung dafiir, dass Yersinien im Wairtsorganismus {iiberleben konnen. Apathogene
Yersinia Spezies, welche dieses Virulenzplasmid nicht besitzen, werden nach erfolgreicher
Invasion in die Peyerschen Platten durch eine Invasin induzierte Phagozytose eliminiert

(DEDIE et al. 1993).

Pathogene Yersinien konnen sich in der Lamina propria mucosae ausbreiten und ein un-
spezifisches Entziindungsgeschehen mit diffuser lympho-plasmazelluldrer Infiltration und
Zerstorung von Epithelzellen auslosen (HOOGKAMP-KORSTANJE und DE KONING
1990). Nach lymphogener Streuung in die mesenterialen Lymphknoten sind auch diese
vergroBert und entziindet. Eine weitere Ausbreitung der Erreger auf dem Lymph-und Blutweg
in andere Organe ist in Abhéngigkeit von der Resistenzlage des Patienten moglich (DEDIE et
al. 1993) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Eintrittspforte von Y. enterocolitica und weitere Ausbreitung im menschlichen

Organismus (nach GOVERDE 1999)

Die pathogenetische Grundlage der gelegentlich auftretenden reaktiven Arthritis ist bisher
unzureichend geklart, eine genetische Pradisposition im Zusammenhang mit HLA-B27, einer
Variante der korpereigenen Gewebeantigene, die auch mit Auftreten von Spondylitis an-
kylosans assoziiert ist, wird angenommen (DEQUEKER et al. 1980). Einer Theorie von
WUORELA et al. (1997) zufolge soll eine Antigenprisentation tiber MHC-Molekiile durch
Monozyten nach einer Phagozytose von Y. enterocolitica verhindert werden, eine T -bzw. B-
Zellaktivierung somit ausbleiben, und die Infektion in den Gelenken persistieren. Im weiteren
Krankheitsverlauf kommt es zu einer Verdnderung dieser MHC-Molekiile die somit nicht

mehr als korpereigen erkannt werden und zu einer autoimmunassoziierten reaktiven Arthritis

fithren.

1.5  Behandlung der Yersiniose

Die Behandlung der Yersiniose beim Menschen ist von der Schwere des Krankheitsbildes
abhédngig. Bei den zumeist leichten Verldufen mit guter Selbstheilungstendenz beschrinkt
man sich auf symptomatische Mallnahmen, klinische und experimentelle Studien weisen auf
die Ineffektivitit einer Antibiose bei gastroenteritischer Symptomatik hin (AHVONEN 1972,
BEYER 1979, PAl et al. 1984).
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Eine antibiotische Therapie ist bei schweren Krankheitsformen, insbesondere bei Sepsis und
septischen  Komplikationen indiziert. Zur Anwendung kommen Trimethoprim-
Sulfmethoxazol, Amoxicillin, Doxycyclin, Ciprofloxacin, Gentamycin und Tetrazykline
(HOOGKAMP-KORSTANIJE und STOLK-ENGELAAR 1995). ZHANG et al. (1997) zeigte
anhand von Ratten als Modelltier, dass eine reaktive Arthritis durch eine frithe antibiotische

Intervention mit Ciprofloxacin verhindert werden kann.

Y. enterocolitica ist in vitro empfindlich gegeniiber Chloramphenicol, Ciprofloxacin,
Gentamycin, Tetracykline und Trimethoprim (PHAM et al. 1991), sowie gegen Amoxicillin,
Cefuroxim, Ceftazidim und Cotrimoxazol (HOOGKAMP-KORSTANJE und STOLK-
ENGELAAR 1995). Der Erreger produziert 3-Lactamase und ist deshalb resistent gegentiber
Penicillinen, wie Penicillin, Ampicillin, Carbenicillin und Cephalosporinen der ersten

Generation wie Cefazolin (DEDIE et al. 1993).
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2 Epidemiologie

2.1  Vorkommen und Verbreitung beim Menschen

2.1.1 Geographische Verteilung

Die Yersiniose des Menschen ist weltweit verbreitet. Sie kommt in den geméBigten und sub-
tropischen Klimazonen Europas, Nord- Siidamerikas, in Nord- und Ostasien, sowie in
Australien und Siidafrika vor. Nicht zu finden ist die Erkrankung in tropischen Gebieten

Afrikas und Siidostasiens (DEDIE et al. 1993).

Y. enterocolitica Stimme, die mit menschlichen Erkrankungsfillen in Verbindung gebracht
werden, gehoren folgenden Bioserovaren an: 4/0:3, 2/0:9, 2/0:5,27, 1B/O:8, 3/0:3.

Diese Bioserovare zeigen eine unterschiedliche geographische Verbreitung. In Europa, Japan,
Canada und den USA wird vor allem Bioserovar 4/0O:3 als Ausloser der humanen Yersiniose
verantwortlich gemacht (BOTTONE 1999). FUKUSHIMA et al. (1984), sowie ZHENG und
XIE (1996) berichten von einer weiten Verbreitung von 3/0:3 in Ostasien (Japan und China),
Bioserovar 2/0:9 wird am haufigsten in Europa isoliert, wihrend Bioserovar 2/0:5,27 weit
verbreitet ist. Geographische Grenzen scheinen sich jedoch immer mehr zu verwischen. Das
Vorkommen von 1B/O:8 war in der Vergangenheit weitgehenst auf die USA beschréinkt, und
bis 1983 das dort vorherrschende Bioserovar. Danach wurde es immer mehr von Bioserovar
4/0:3 verdringt (BOTTONE 1999), wihrend das Bioserovar 1B/O:8 inzwischen auch in
europdischen Landern isoliert wurde (HOOGKAMP-KORSTANIE et al. 1986).

2.1.2 Die Yersiniose in Europa und anderen Kontinenten

Inzwischen rangiert Yersinia in vielen Lindern auf Platz 3 der Durchfallerreger, nach
Salmonella und Campylobacter. Warum die Zahl der Yersiniosefille zunimmt ist nicht voll-
standig geklart. Die Intensivhaltung von Nutztieren, die industrielle Fleisch- und Nahrungs-
mittelproduktion mit komplexen Distributionswegen sowie langen Kiihlketten und Lager-
zeiten, die eine Anreicherung kélteliebender Bakterien moglich machen, sowie die Globali-
sierung des Tier-, Fleisch- und Lebensmittelhandels werden als mogliche Ursachen diskutiert

(NEUBAUER et al. 2001c).
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Da dieser Krankheit in nur wenigen Léndern Beachtung geschenkt wird, sind globale In-
zidenzen nur sehr unvollstindig. Trotzdem lassen sich gewisse Tendenzen erkennen. Vor
allem in den kiihleren europdischen Lidndern wie Skandinavien und Belgien ist Y.
enterocolitica endemisch verbreitet. Eine mittlere Yersiniose-Inzidenz (Anzahl der Er-
krankten/ Einwohner) findet man in Norwegen, den Niederlanden und Grofbritannien. In
Zentral- und Siideuropa scheint die Yersiniose weniger stark verbreitet zu sein (GOVERDE

1999).

In manchen Regionen der USA und Kanadas ist Yersinia nach Salmonella der zweithdufigste
Erreger von bakteriellen Enteritiden (LEE et al. 1991), Yersinien werden deshalb staatlicher-
seits als "emerging foodborne pathogen" betrachtet und das Vorkommen von Yersiniosen

detailliert dokumentiert (OSTROFF 1995).

2.1.3 Die Yersiniose in Deutschland

Bioserovar 4/0:3 ist in Nordeuropa am weitesten verbreitet bei Menschen mit gastroenteralen
Beschwerden (BORCH et al. 1996) und wird auch in Deutschland am héufigsten isoliert.
Dieses Bioserovar machte im Jahr 2001 89,9% aller gemeldeten Yersiniosefille in
Deutschland aus, desweiteren wurden pathogene Y. enterocolitica des Bioserovars 2/0:9
(5,8%) und 2/0:5,27 (0,7%) mit menschlichen Erkrankungen in Verbindung gebracht
(ROBERT-KOCH-INSTITUT 2002b). Das ROBERT KOCH INSTITUT (2002a) berichtet
iber das erstmalige Auftreten eine Y. enterocolitica Infektion ausgeldst durch das Bioservar
1B/O:8 im Oktober 2001. Dieses Bioserovar war bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht in

Deutschland aufgetreten.

Organisation der statistischen Erfassung

Bereits im vergangenen Jahrhundert wurde zum Zwecke des schnellen Erkennens einer
Epidemie und wirkungsvollen Bekdmpfung und Krankheitsiiberwachung durch verschiedene
Lénder eine Meldepflicht fiir bestimmte {ibertragbare Krankheiten eingefiihrt. In Deutschland
bestand erstmals 1835 fiir Cholera, Typhus, Ruhr und Pocken Meldepflicht, die im Seuchen-
gesetz des Deutschen Reiches 1900 auf weitere iibertragbare Krankheiten ausgedehnt wurde.
Die Meldungen sollen vor allem kurzfristig einsetzende Mallnahmen der Krankheitsbe-

kdmpfung ermoglichen, liefern zugleich aber auch wichtige epidemiologische Informationen
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zur Verbreitung der betreffenden Krankheit. Das entscheidende Problem der auf &rztlicher
Meldung beruhenden Statistik in Hinblick auf ihre epidemiologische Aussagekraft ist ihre
Vollstindigkeit (HEINEMANN und SINNECKER 1994). Meldungen sind in diesem Sinne
staatlich vorgeschriebene Informationen {iber das Auftreten von Féllen bestimmter
Infektionskrankheiten von allgemeiner Bedeutung an die zustindige lokale
Gesundheitsbehdrde. Die erlassenen Meldevorschriften sind Ausdruck der staatlichen

Verantwortung fiir die Verhiitung und Bekampfung wichtiger Infektionskrankheiten.

Jedes Meldesystem fiir iibertragbare Krankheiten ist laut KIEHL (1994) hierarchisch
gegliedert und arbeitet auf 4 Ebenen:
1. Kommunale Gesundheitsbehorde (Ort/Kreis des Auftretens der Krankheit, Sammlung
von Basisdaten)
2. Gesundheitsbehdrde des Verwaltungsbezirkes (Bundesland)
3. Nationale Gesundheitsbehdrde (Gesundheitsministerium und direkt nachgeordnete
Fachorgane)
4. Internationale Gesundheitsbehdrden (Hauptquartier, Regionalbiiro oder Referenz-

zentren der WHO)

Fiir darmpathogene Y. enterocolitica ist eine namentliche Meldung des direkten oder indire-
kten Labornachweises gemil3 § 7 des Infektionsschutzgesetzes (IfSG) vorgeschrieben.

Die Meldung erfolgt an das Gesundheitsamt der Hauptwohnung des namentlich gemeldeten
Erkrankten und wird von dort wochentlich an die zustindige Landesbehorde weitergeleitet.
Die Landesbehdrde libermittelt die gesammelten Daten dann weiter an das Robert-Koch-

Institut (§11 IfSG).

Auf nationaler Ebene flieBen die gesammelten Daten im Robert-Koch-Institut zusammen.
Dies ist die zentrale Forschungs- und Referenzeinrichtung des Bundesministeriums fiir
Gesundheit auf dem Gebiet der biomedizinischen Wissenschaften, insbesondere der In-
fektionskrankheiten. Dem Institut fallt sowohl die Beobachtung des Auftretens von Krank-
heiten und relevanten Gesundheitsgefahren in der Bevolkerung zu, als auch das Ableiten und
wissenschaftliche Begriinden der erforderlichen MaBBnahmen zum wirkungsvollen Schutz der
Gesundheit der Bevolkerung (ROBERT-KOCH-INSTITUT 2002c). Meldungen werden
wochentlich (aktuelle Statistik), vierteljahrlich (Quartalstatistik) und jahrlich (Jahresbericht)

verdffentlicht, und erlauben Aussagen beziiglich der Inzidenz des Erregers in den einzelnen
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Bundeslidndern  (geographische Verteilung) und Gesamtdeutschland, Alters- und
Geschlechtsverteilung der Erkrankten (demographische Verteilung), sowie saisonale

Schwankungen des Erregers.

Die Inzidenz des Erregers in Deutschland

Die von 1978-1989 bestehende Meldepflicht fiir Y. enterocolitica. in der ehemaligen DDR
gibt durch die Auswertung der Meldungen einen guten Uberblick iiber die damalige Verbrei-
tung von Y. enterocolitica, die kulturellen und serologischen Nachweisraten, sowie Alters-
verteilung, jahreszeitlicher Verlauf und Symptome der Erkrankung (DIESTERWEG 1992).
Yersinien wurden hier bereits in die mikrobiologische Routinediagnostik mit einbezogen und
lagen im Bezug auf die Nachweishdufigkeit im Vergleich mit anderen Durchfallerregern nach
Salmonellen, Shigellen und Campylobacter an vierter Stelle. Auch hier kam dem Serovar O:3

die grofite Bedeutung zu.

Fir die Jahre 1992 bis 2000 liegen dem Robert-Koch-Institut nur Zahlen aus einzelnen
Bundeslidndern vor, aus Mecklenburg-Vorpommern, Sachsen, Sachsen-Anhalt, Thiiringen,
Brandenburg, sowie aus Berlin, Bremen, Hamburg, Hessen, Saarland und Nordrhein-

Westfalen (Robert-Koch-Institut und statistisches Bundesamt 2002) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Yersinia Infektionen 1992-2000 aus einigen Bundeslidndern
(RKIund STATISTISCHES BUNDESAMT 2002)

19



B Literatur

In den restlichen Bundeslindern wurden Meldungen im Rahmen des ehemals geltenden
Bundesseuchengesetz (BSG) lediglich unter der zusammenfassenden Meldekategorie

"Enteritis infectiosa - librige Formen" erfasst (ROBERT-KOCH-INSTITUT 2002b).

Y. enterocolitica Infektionen wurden in Deutschland mit der Einfithrung des Infektions-
schutzgesetzes (IfSG) im Jahre 2001 erstmals namentlich meldepflichtig. Gemeldete Félle
werden dabei verschiedenen Falldefinitionen zugewiesen: nur klinisch-labordiagnostisch und
klinisch-epidemiologisch erfasste Yersiniose Fille gehen als sogenannte Referenzdefinition in
die Jahresstatistik der Yersiniosen ein. Ist von einem gemeldeten Yersiniosefall
beispielsweise nur die labordiagnostische Erregerisolierung bekannt, nicht aber das klinische
Krankheitsbild, so wird dieser Fall nicht in der Jahresstatistik beriicksichtigt (ROBERT-
KOCH-INSTITUT 2002b).

Humanpathogene Y. enterocolitica Stimme sind in Deutschland die dritthdufigsten bakteriel-
len Erreger von Nahrungsmittelinfektionen. Im Jahr 2000 wurden 4500 Fille gemeldet, fiir
das Jahr 2001 liegen insgesamt 7186 Meldungen von Y .enterocolitica Infektionen vor
(ROBERT-KOCH-INSTITUT und STATISTISCHES BUNDESAMT 2002). Meldezahlen
vor 2001 sind jedoch nicht vergleichbar, da bis dato keine spezifische Meldepflicht fiir den
Erreger bestand und der Erreger deshalb nur in einigen wenigen Bundesldndern statistisch
erfasst wurde. Auch diese Zahlen sind nur eingeschrinkt verwertbar, da ehemalige

Meldungen keinen Falldefinitionen unterlagen (ROBERT-KOCH-INSTITUT 2002b).

Die Inzidenz der Yersiniose in Deutschland zeigt starke regionale Unterschiede. Am haufigs-
ten wurde sie in Thiiringen registriert (26.9 Fille pro 100 000 Einwohner), am seltensten in

Bayern (4.9 pro 100 000 Einwohner) (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Inzidenz der Yersiniose in Deutschland

2000 2001
Bundesland Gesamtzahl Pro Gesamtzahl Pro

der Fille 100 000 der Fille 100 000

Einwohner Einwohner

Baden-Wiirttemberg  k.A." k.A. 566 5.4
Bayern k.A. k.A. 594 4.9
Berlin 58 1.7 253 7.4
Brandenburg 72 2.8 313 12.0
Bremen 16 24 48 6.9
Hamburg 35 2.1 189 11.1
Hessen 83 1.4 364 6.1
Mecklenburg-
Vorpommen 63 3.5 343 19.1
Niedersachsen k.A. k.A. 670 8.5
Nordrhein-Westfalen 344 1.9 1133 6.3
Rheinland-Pfalz k.A. k.A. 351 8.9
Saarland 23 2.1 74 6.7
Sachsen 258 5.8 722 16.0
Sachsen-Anhalt 125 4.7 591 219
Schleswig-Holstein ~ k.A. k.A. 229 8.2
Thiiringen 116 4.7 673 26.9
Summe 7113 8.7

kKA. keine Angaben

Wie HOOGKAMP-KORSTANIJE et al. (1986) mit einer Studie zeigten, ist die Inzidenz von
Y. enterocolitica zu einem grolen Anteil davon abhédngig, wie viel Interesse diesem Erreger
geschenkt wird. Wurde in einem Labor routineméBig auf Y. enterocolitica untersucht, so
waren fast doppelt so viele positive Befunde zu verzeichnen als wenn die Untersuchung nur
auf Aufforderung des einsendenden Arztes hin durchgefiihrt wurde. Diese Studie macht auch
deutlich, dass Kliniker diesen Erreger nur selten in ihre differentialdiagnostischen
Uberlegungen  mit  einbeziehen. Es  bestehen zudem  keine einheitlichen
Untersuchungsmethoden, auch dies hat unterschiedliche Nachweisraten zur Folge. Dass die
tatsdchliche Infektionsrate mit Y. enterocolitica hoher als die Zahl der gemeldeten Fille ist,
lassen auch Studien zur Seroprivalenz des Erregers vermuten: gemi MAKI-IKOLA et al.
(1997) wird die Prévalenz von Y. enterocolitica O:3/0:9 spezifischen Antikérpern in

deutschen Blutspendern mit 43 % angegeben.
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2.2 Infektionsquellen

2.2.1 Tiere

Schon seit langem nahm man an, dass Tiere ein wichtiges Erregerreservoir fiir die mensch-
liche Yersiniose darstellen, in zahlreichen Studien wurde deshalb versucht Y. enterocolitica
aus Tieren zu isolieren (NATTERMANN et al. 1986, COVER und ABER 1989, FANTASIA
et al. 1993). Auch wenn es dabei gelang zahlreiche Y. enterocolitica Stimme zu isolieren, so
unterschieden sich diese Isolate meist biochemisch und serologisch von den Stimmen, die als

Ausloser der menschlichen Yersiniose von Bedeutung sind.

Aus Schweinen jedoch wurden hdufig humanpathogen relevante Bioserovare nachgewiesen,
Schweine sind in unterschiedlicher Haufigkeit, meist latent mit Y. enterocolitica infiziert und
scheiden den Erreger unter anderem mit dem Kot aus. Schweinefdces diirfte aber als Konta-
minationsquelle nur eine untergeordnete Rolle spielen. Die Nachweisraten humanpathogener
Serogruppen in Schweinefédces liegen in Deutschland zwischen 0,1% und 5,1%, in anderen
Lindern zwischen 0% in England und 19% in Kanada (BULTE et al. 1991). Vor allem die
Tonsillen und die Zunge des Schweines werden als wichtigste Kontaminationsquellen fiir die
menschliche Yersiniose angesehen, dem Bioserovar 4/0:3 kommt dabei die grof3te Bedeutung
zu (CHRISTENSEN 1987, SCHIEMANN 1989, BORCH et al. 1996, FREDRIKSSON-
AHOMAA et al. 2000a, 2001a, BUCHER 2001).

In einem Untersuchungszeitraum von 1981 bis 2001 berichten verschiedene Autoren von
ganz unterschiedlichen Untersuchungsergebnissen, in Deutschland wurden zwischen 6,1%
und 60% Y. enterocolitica positive Tonsillenproben nachgewiesen (BOCKEMUHL und
ROTH 1978, WEBER und LEMBKE 1981a, HUGENBERG 1999, FREDRIKSSON-
AHOMAA et al. 2001a). Unterschiedliche Nachweisverfahren diirften dabei einen direkten
Vergleich dieser

Ergebnisse schwierig machen. Untersuchungen in anderen Léndern ergaben, dass die
Tonsillen durchschnittlich zu 27,4% besiedelt waren, wobei die Werte zwischen 0,0% in

England und 61,1% in Belgien schwankten (BULTE et al. 1991).

Auch Rinder konnen Trager pathogener Y. enterocolitica Isolate sein und scheiden diese mit

der Féces aus. Das Bioserovar 2/0:9 scheint dabei vorherrschend zu sein (ALEKSIC und
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BOCKEMUHL 1996). Serologische Bestandsuntersuchungen in Frankreich und Belgien
erbrachten eine Seroprdvalenz von 10% aller Tier (WEYNANTS et al. 1996). In Deutschland
untersuchte BUCHER et al. (2002) das Vorkommen pathogener Yersinien bei Kilbern und
Jungrindern und konnte weder aus Faeces noch aus den Tonsillen pathogene Yersinien

isolieren, apathogene Yersinien waren jedoch nachweisbar.

Hunde und Katzen stehen aufgrund ihres engen Kontaktes zum Menschen im Verdacht als
Erregerreservoir fiir den Menschen eine Rolle zu spielen (SCHIEMANN 1989), zahlreichen
Autoren gelang es bereits das Bioserovar 4/0:3 zu isolieren (FUKUSHIMA et al. 1984,
FENWICK et al. 1994, FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001c). Aus Deutschland berichten
WEBER und LEMBKE (1981b) iiber erfolgreiche Isolierungen humanpathogener Yersinien,

weitreichende epidemiologische Studien fehlen jedoch bisher.

2.2.2 Umwelt

Wihrend sich apathogene Y. enterocolitica des Bioserovars 1A offensichtlich in der Umwelt
und unabhéngig von einem belebten Wirtsorganismus vermehren konnen, trifft dies fiir die
pathogenen Bioserovare wahrscheinlich nicht zu (ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990).
Doch auch pathogene Bioserovare konnen in der AuBenwelt iiberleben, wobei dann
kontaminierte Oberflichengewésser, Vegetation oder Boden zu einer Infektionsquelle fiir
Mensch und Tier werden konnen. In Stidbayern konnten sowohl aus zentralen als auch aus
Einzel-Trinkwasserversorgungsanlagen Y. enterocolitica  Stamme isoliert werden
(SCHINDLER 1984), die auf eine fdkale Verunreinigung zuriickzufiihren waren. Bei
Umgebungsuntersuchungen an einem Schweineschlachthof wurden ebenfalls pathogene
Yersinien nachgewiesen, kontaminierte Gerdte und auch das Schlachthofpersonal kdnnen
somit als Kontaminationsquelle fiir Schweineschlachtkérper eine Rolle spielen
(FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2000b). KOCH (2002) wies pathogene Yersinien auf

Arbeitsflachen sowie an Kettenhandschuhen einer Metzgerei nach.

2.2.3 Lebensmittel

Das Schwein ist das am haufigsten zur Lebensmittelgewinnung dienende Tier welches patho-
gene Stimme von Y. enterocolitica beherbergt (DE BOER et al. 1986, SCHIEMANN 1989,
BUCHER et al. 2001). Sind primér nur der Kot und die Tonsillen mit pathogenen Yersinien
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besiedelt, so fiihren einzelne Verfahrensschritte im Schlachtprozess und bei der Verarbeitung
zu einer Keimverschleppung auf den Schlachtkérper und auf sidmtliche innere Organe
(ANDERSEN 1988, FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2000b, BUCHER 2001). Auf
Einzelhandelsebene gelang der Nachweis von Y. enterocolitica aus Schweinefleisch nur selten
(NESBAKKEN et al. 1985, ASPLUND et al. 1990, FUKUSHIMA et al. 1997), einer
unverdffentlichten Studie von Wauters aus den 80er Jahren in Belgien zufolge waren 20,7 %
untersuchter Hackfleischproben O:3 positiv (TAUXE et al. 1987). HANK (2002) konnte bei
thren Untersuchungen in Deutschland in 9% aller untersuchten Hackfleischproben pathogene
Yersinien nachweisen, in Muskelfleischproben waren es 7,4 %. Mittels moderner
Nachweismethoden konnte die Nachweisrate aus Hackfleisch gegeniiber dem kulturellem

Verfahren von 2% auf 25% gesteigert werden (FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 1999b).

Y. enterocolitica konnte in zahlreichen anderen Lebensmitteln nachgewiesen werden, u.a. aus
Fisch, Gefliigel, Eiprodukten, Obst und Gemiise (DELMAS und VIDON 1985,
NATTERMANN et al. 1985, de BOER et al. 1986). Diese Studien miissen jedoch kritisch
beurteilt werden: zu der Spezies Y. enterocolitica gehorten bis 1988 auch die heute als
apathogen bezeichneten Spezies Y. molaretii und Y. bercovier. Unvollstindige Typisierung
(nur Serotypisierung) war ebenfalls in der Vergangenheit {iblich, weit verbreitete
Umweltstimme konnten diese Ergebnisse somit verfdlscht haben. In einer neueren Studie
(FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001d) war der Nachweis von pathogenen Y.
enterocolitica aus Fisch und Hihnchen stets negativ, trotz Anwendung einer sensitiveren

Methode wie der PCR.

Milch wird immer wieder als Kontaminationsquelle fiir Infektionen mit Y. enterocolitica er-
wihnt (ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990, BLACK et. al. 1978, BARRETT 1986). In allen
berichteten Féllen konnte jedoch keine origindre Besiedelung der Milch festgestellt werden,
sondern es war immer eine Sekundéirkontamination erfolgt. Milch diente somit nur als

Vehikel, dessen Milieu eine Uberlebensfihigkeit von Y. enterocolitica positiv beeinflusst.

2.2.4 Mensch

An einer akuten Yersiniose Erkrankte scheiden den Erreger mit dem Stuhl aus und stellen so

eine Infektionsquelle fiir Kontaktpersonen dar. Jedoch auch symptomlose Dauerauscheider
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kommen vor (WUTHE et al. 1982, VAN NOYEN et al. 1987) an der sich Mitmenschen
anstecken konnen.

Indirekt kann eine Ubertragung iiber kontaminierte Bluttransfusionen erfolgen. In diesem
Zusammenhang ist von Bedeutung, dass Blutspender mit symptomloser Bakteridmie vor-
kommen, sich das Bakterium auch bei 4°C (Lagertemperatur von Spenderblut) noch ver-
mehren kann, und alternde Erythrozyten eine hervorragende Eisenquelle darstellen, welche

Yersinien sich mittels Eisenrezeptoren zunutze machen (BOTTONE 1999).

2.3 Ubertragungswege

Die Ubertragung von Y. enterocolitica bei Mensch und Tier erfolgt {iberwiegend oral
alimentir, dafiir sprechen gemi DEDIE et al. (1993) der hiufige Erregernachweis aus
Tonsillen und Kot von Keimtragern, der Sitz des Priméraffektes in der Darmschleimhaut und
die nicht seltene Mischinfektionen mit anderen enteropathogenen Keimarten. Im Wesent-
lichen werden drei verschiedene Wege diskutiert, wie es zu einer Y. enterocolitica Infektion

kommen kann.

2.3.1 Lebensmittel

Von den bisher in der Literatur beschriebenen Y. enterocolitica Erkrankungen, die auf den
Genuss von kontaminierten Lebensmitteln oder Wasser zuriickzufithren waren, ist eine
liickenlose Aufkldrung der epidemiologischen Zusammenhinge nur selten befriedigend ge-
lungen. Die in der Regel recht lange Inkubationszeit von sieben bis zehn Tagen erschwert
zudem in den meisten Fillen die retrospektive Ermittlung der Infektionsursache (DEDIE et al.
1993). Die geringen Erfolge bei der Erregerisolierung aus Lebensmitteln diirften auch darauf
zuriickzufiihren sein, dass apathogene Umweltstimme von Yersinia Spezies in der Umwelt
weit verbreitet sind und damit die Diagnostik von pathogenen Vertretern erschwert wird

(SCHIEMANN 1989).

Immer wieder wurde in der Vergangenheit von groBBeren Krankheitsausbriichen berichtet.
AULISIO et al. (1982) berichtet von einem Krankheitsgeschehen in dem drei
nordamerikanische Staaten involviert waren und anndhernd tausend Menschen erkrankten.

Die meisten aufgeklirten Félle werden aus den USA berichtet (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Lebensmittel-assoziierte Krankheitsausbriiche durch Yersinia enterocolitica

(nach COVER und ABER 1989, BOTTONE 1999)

Jahr Ort Serotyp ?;T:hl Vehikel

1971 Eine Schule n der 0:3? 15 Unbekannt
Tschechoslowakei

1972 Eine Schule in Japan 0:3 198 Unbekannt

1976 Kanada 0:5,27 138 Rohe Milch?

1976 High school in New York 0:8 228 Schokoladenmilch

1980 Japan 0:3 1051 Milch

1981 Sommercamp in New York 0:8 159 Milchpulver

1981-2 Washington 0:8 50 Tofu, Brunnenwasser

1982 3 Staaten in den USA 0O:13a, 13b 172 Pasteurisierte Milch?

1983 Ungarn 0:3 8 Schweinefleisch (Wurst)

1989 Haushalt in Georgia 03 15 Chitterlings

1990 Atlanta, zahlreiche Ausbriiche O:3 ? Chitterlings

1995 Vermont, New Hampshire 0:8 10 Pasteurisierte Milch,

Schwein

Fallstudien in Belgien, dem Land mit der hochsten Inzidenzrate an Y. enterocolitica, belegen
den Bezug zu rohem Schweinefleisch (TAUXE et al. 1987). Im Zuge einer 1985
durchgefiihrten Fall-Kontrollstudie konnte der Verzehr von rohem oder nicht vollstindig
durcherhitztem Schweinefleisch oder -produkten als der wichtigste Faktor fiir das Auftreten
klinischer Yersiniosen des Menschen identifiziert werden. Als Ursache fiir die Kontamination
von Fleisch wurden einzelne Verfahrensschritte beim Schlachtprozess und bei der
Verarbeitung ermittelt die eine Erregerstreuung ausgehend von den Tonsillen ermdglichten.
Mit der Rohware gelangt dann der Erreger in die Kiiche. Bei Vernachlissigung hygienischer
Grundregeln kann es zu Kreuzkontaminationen mit anderen Speisen kommen. Nicht
ausreichend durcherhitztes Schweinefleisch und das Verkosten von rohem Hackfleisch stellen
weitere Infektionsrisiken dar (FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001a, NEUBAUER et al.
2001b). Durch landesweite Aufkldrungsaktionen in den Medien, ergénzt durch gezielte Ver-
anderungen im Schlachtablauf konnte die Gesamtzahl der in Belgien registrierten humanen
Yersiniosen in einem Zeitraum von 1986 bis 1996 halbiert werden (VERHAEGEN et al.
1998).
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In den USA waren mehrere Ausbriiche von Yersiniose auf den Verzehr von "chitterlings"
zuriickzuftihren, einem Traditionsgericht von Afroamerikanern, das aus rohen Schweine-
diarmen zubereitet wird (LEE et al. 1991). Auch in Deutschland ist der Verzehr von Produkten
mit rohem Schweinefleisch in Form von Schweinemett oder Hackepeter weit verbreitet.
Demgegeniiber stehen Beobachtungen in moslemischen Lindern, in denen Infektionen mit Y.

enterocolitica selten sind (SAMADI et al. 1982).

2.3.2 Tiere

Schweine werden als Hauptinfektionsquelle fiir menschliche Infektionen mit Bioserovar
4/0:3 diskutiert. Die Erregeriibertragung zwischen den Tieren erfolgt {iber erregerhaltigen
Kot und die damit kontaminierte Umgebung wie Stélle, Ausldufe und Oberflachengewésser
(DEDIE et al. 1993), auch eine Infektion iiber Futtermittel tierischer Herkunft, vor allem aus
der Schweinefleischverarbeitung ist denkbar (NIELSEN et al. 1995). Die Ausbreitung von Y.
enterocolitica in den Schweinebestéinden in den 70er und 80er Jahren wird durch den Wandel
der Schweinehaltungsformen hin zu GroBmastanlagen erklirt (VERHAEGEN et al. 1998).
Regional unterschiedliche Inzidenzen bestehen aufgrund unterschiedlicher landwirtschaft-
licher Praktiken, so war die extrem hohe Inzidenz in dénischen Schweinepopulationen auf
offene Herdenmanagementsysteme zuriickzufiihren. Durch den Zukauf von bereits infizierten
Ferkeln wurde der Bestand in kiirzester Zeit durchseucht (CHRISTENSEN 1980). Der
Hygienestandard nimmt ebenfalls Einfluss auf die Erregerausbreitung und diirfte der Grund
dafiir sein, dass verschiedene Herden eines gleichen geographischen Gebietes sehr

unterschiedliche Infektionsraten aufweisen (VARNHAM und EVANS 1991).

Untersuchungen an Schlachthofangestellten und Schweinebauern in Finnland haben gezeigt,

dass diese Berufsgruppen zweimal hdufiger erhohte Antikorperspiegel gegen Y. enterocolitica

0:3 aufwiesen als Getreide- oder Obstbauern (SEURI und GRANFORS 1992).

Auch Hunde und Katzen kommen als Erregeriibertrager der menschlichen Yersiniose in
Frage, humanpathogene Yersinien wurden aus Fices von Hund und Katze isoliert. Ahnlich
wie beim Menschen diirfte rohes und nicht vollstdndig durcherhitztes Schweinefleisch eine
Rolle spielen, welches von Tierbesitzern verfiittert wird (CHRISTENSEN 1987). Diese
Vermutung wird gestiitzt durch die Beobachtung, dass zumeist das Bioserovar 4/0:3 isoliert

wurde. Mittels Pulsfeldgelelektrophorese konnten zudem identische Pulstypen aus Hunde-
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Katzenfaces und Schweinematerial (Leber, Herz, Ohren, Nieren, Hackfleisch) ermittelt
werden. Vorberichtlich gaben die Tierbesitzer an, ihre Tiere mit diesen Organen gefiittert zu

haben (FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001c¢).

Der Nachweis von humanpathogenen Y. enterocolitica bei Hunden und Katzen kdnnte ein
Anbhaltspunkt dafiir sein, dass die Yersiniose hdufig bei kleinen Kindern vorkommt, da der
Kontakt zwischen Haustieren und Kleinkindern meistens recht eng ist (DIESTERWEG 1992).
GUTMAN et al. (1973) berichtet von einem Krankheitsausbruch durch Serovar O:8 innerhalb
einer Familie der im Zusammenhang stand mit Hundewelpen. Die an Durchfall erkrankten
Welpen starben in der gleichen Woche in der auch der erste Erkrankungsfall in der Familie
auftrat, danach fand nach und nach eine Ubertragung auf die einzelnen Familienmitglieder
statt. GeméR einer Studie von KIST und PELZ (1979) zur Yersiniose in Deutschland gaben
33% der Erkrankten an Kontakt zu Hunden zu haben, neuere Untersuchungsergebnisse fehlen

bisher.

2.3.3 Mensch

Fiir eine Infektion Mensch zu Mensch sprechen kleinere, epidemische Ausbriiche in Familien,
Kindergirten oder Krankenhduser in einer Reihenfolge die der Inkubationszeit des Erregers
entspricht. Im Gegensatz dazu treten bei einer Lebensmittel assoziierten Erkrankung die
Symptome bei allen Beteiligten ungefahr gleichzeitig nach Ablauf der Inkubationszeit auf
(DIESTERWEG 1992). Auch beim Menschen muss angenommen werden, dass
asymptomatische Ausscheider zur Verbreitung der Erkrankung beitragen. In Kontrollgruppen
klinisch gesunder Probanden aus der Normalbevolkerung waren pathogene Y. enterocolitica

nachweisbar (WUTHE et al. 1982, VAN NOYEN et al. 1987, KIESEWALTER 1992).

KIST et al. (1980) schildert die Ausbreitung einer Y. enterocolitica Infektion in einem
Krankenhaus: als Infektionsquelle konnte ein Dialysepatient ermittelt werden, der aufgrund
einer Yersinia Sepsis stationdr behandelt wurde und mit dem Stuhl massenhaft Yersinien aus-
schied. Uber gemeinsame sanitire Einrichtungen bzw. iiber das behandelnde Personal wurden
fiinf weitere Personen infiziert. Auch von kleineren epidemiologischen Ausbriichen in
Kindergirten und Schulen wurde berichtet (ZEN-YOII et al. 1973, COVER und ABER
1989).
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Kontaminierte Blutkonserven waren immer wieder Ausldser einer Y. enterocolitica Sepsis,
seit der erstmaligen Beschreibung eines Transfusionszwischenfalls 1975 in den Niederlanden

sind iiber fiinfzig Fallbeispiele weltweit publiziert worden, eine Ubersicht dazu findet sich in
BOTTONE (1999).
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3 Diagnostik von Yersinia enterocolitica

3.1 Eigenschaften des Erregers

Mikroskopisch sind Yersinia Spezies nicht zu unterscheiden, nach Gramfarbung erkennt man
gramnegative, ovoide oder ldngliche, pleomorphe Stibchen von 1,0 -5,0 pum Lange und 0,5-
0,8 um Breite, die weder eine Kapsel noch Sporen ausbilden. Geifleln werden in der Regel
nur bei Wachstumstemperaturen unter +30°C ausgebildet (BERCOVIER und MOLLARET
1984).

Kulturell sind Yersinien anspruchslose Bakterien und wachsen als fakultative Anaerobier auf
Néhrboden mit einfacher Zusammensetzung. Yersinien sind mesophile Bakterien, zur An-
ziichtung eignet sich am besten eine Bebriitungstemperatur von +22°C bis +28°C
(BAUMGART 1999). Auch bei +4°C konnen sie sich noch vermehren, diese psychrotrophe
Eigenschaft macht man sich zu selektiven Zwecken bei der Kéilteanreicherung zunutze

(BRANDIS und OTTE 1984).

Y. enterocolitica unterscheidet sich von anderen Yersinia Spezies durch eine Reihe bio-
chemischer Merkmale. Die Verstoffwechselung verschiedener Zucker, Decarboxylierung von
Ornithin, Citratverwertung, Voges-Proskauer Reaktion und Indolbildung werden hiufig zur
Differenzierung herangezogen (ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990). Doch auch Y.
enterocolitica verhilt sich nicht biochemisch einheitlich, es konnen deshalb verschiedene
Biovare unterschieden werden (BERCOVIER et al. 1978, KAPPERUD und BERGAN 1984),

von denen das Biovar 1A als apathogen angesehen wird.

Serovare werden aufgrund von Antigen (AG)-Eigenschaften der Bakterienoberflache oder -
geiBBeln unterschieden. Demnach werden die Oberfldchenantigene "O-AG" und die Geil3el-
antigene "H-AG" genannt (NICOLET 1985). Y. enterocolitica kann aufgrund der O-Antigene
in mindestens 28 Serovare eingeteilt werden (O:3, O:9, usw.) und aufgrund von H-Antigenen
in mindestens 18 Serovare (a, b, usw.); bei Kombination der beiden Antigene kdnnen weitere

Serogruppen gebildet werden (ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990).

Zwischen den verschiedenen Sero- und Biovaren von Y. enterocolitica kann ein Zusammen-

hang festgestellt werden. So gehoren dem Biovar 4 stets nur Y. enterocolitica Stimme des
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Serovars O:3 an, diese Isolate werden hdufig mit Erkrankungsfillen beim Menschen in Ver-
bindung gebracht. Umgekehrt kann das Serovar O:3 jedoch auch in anderen Biovaren, z.B.
Biovar 1A vertreten sein, die keine pathogene Relevanz besitzen (Tabelle 3). Diese
Zusammenhdnge machen deutlich, dass eine Bio-und Serotypisierung stets parallel

durchgefiihrt werden muss, um das pathogene Potential eines Isolates abschitzen zu koénnen.

Tabelle 3:Verteilung und Pathogenitét verschiedener Bioserovare von Yersinia enterocolitica

(modifiziert nach VARNHAM und EVANS 1991)

Biovar Zugehorige Serovare  Verbreitung Pathogenitdt  fiir
den Menschen

1B (American) 0:4, O:8, O:13a, b, Mensch Ja
0:20, O:21, etc. (Nordamerika)
2 0:9, 0:5,27 Mensch (Europa und Japan), Ja

symptomlose Schweine,
moglicherweise Rinder

3 0:1, 0:2,0:3, 0:5,27  Chinchillas Moglicherweise
4 0:3 Menschen (Europa, Japan) Ja
Symptomlose Schweine
0:2,0:3 Hasen, Ziegen Nein
1A Zahlreiche Wasser, Boden, Lebensmittel, Nein

Faces von Mensch und Tier

3.2 Kulturelle Nachweisverfahren

3.2.1 Anzucht aus Untersuchungsmaterial

Welches kulturelle Untersuchungsverfahren zur Anwendung kommt ist abhingig vom Unter-
suchungsmaterial. Soll der Nachweis von pathogenen Y. enterocolitica aus Lebensmitteln
gelingen, so sind in der Regel spezifische Anreicherungsverfahren notwendig um die massive
Begleitflora zu unterdriicken und das Wachstum von Y. enterocolitica optimal zu fordern
(DEDIE et al. 1993). Da der Gesetzgeber keine Untersuchungsmethode geméB der amtlichen
Sammlung von Untersuchungsverfahren § 35 LMBG zur Diagnostik von Y. enterocolitica aus
Lebensmitteln vorschreibt und Isolierungen aus Lebensmitteln zudem selten gelingen,

existieren eine Vielzahl von Verfahren, die einen Vergleich von Ergebnissen schwierig
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machen (BAUMGART 1999). In Europa existieren derzeit zwei standardisierte Methoden,
eine Methode der Internationale Organisation zur Standardisierung (ISO 1994), sowie eine

Methode des Nordic Comitee on Food Analysis (NCFA 1996).

Der Nachweis von Y. enterocolitica aus klinischem Untersuchungsmaterial gelingt dagegen
meist bereits durch einen Direktaustrich auf festem Selektivndhrboden (PAI et al. 1979, VAN
NOYEN et al. 1980). In normalerweise sterilem Blut ist der Erreger bei einer Sepsis leicht zu
isolieren, an einer Enteritis Erkrankte scheiden den Keim in hohen Keimzahlen mit dem Stuhl
aus und die normale Darmflora ist reduziert. Zum Nachweis geringer Keimzahlen, wie bei
symptomlosen Dauerauscheidern ist eine Kilteanreicherung sinnvoll. Diese sollte deshalb bei
epidemiologischen Fragestellungen sowie bei der Hygieneiiberwachung angewendet werden,
nicht jedoch bei Patienten mit klinischem Krankheitsbild, um eine Uberwucherung des
Néhrbodens mit apathogenen Yersinien zu verhindern (PAI et al. 1979, VAN NOYEN et al.
1980).

Das klassische Kilteanreicherungsverfahren niitzt die psychrotrophe Eigenschaft von Y.
enterocolitica aus, hierbei erfolgt eine Inkubation bei 4°C fiir 21Tage in einer nichtselektiven,
phosphatgepufferten NaCl-Losung (ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990) oder in einer PBS-
Bouillon mit Sorbitol und Bile (Galle)- PBSSB (MEHLMAN et al. 1978, NCFA 1996). Fiir
Lebensmittel hat sich dieses Anreicherungsverfahren nicht bewahrt (BUCHER 2001, HANK
2003) Wegen der weiten Verbreitung von apathogenen Yersinia Spezies in Lebensmitteln, die
zahlenmdBig héiufig iiberlegen sind, wird der Nachweis von Y. enterocolitica bei diesem
Verfahren eher erschwert (BAUMGART 1999). Auch ein Wachstum von anderen
Umweltkeimen, wie Pseudomonaden konnen bei diesem Verfahren nicht ausgeschlossen

werden (BOCKEMUHL et al. 1979).

Verschiedene Selektivanreicherungen die das Wachstum von Y. enterocolitica aus konta-
minierten Lebensmitteln und Umweltmaterial begiinstigen sollen, sind entwickelt worden

(Tabelle 4).
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Tabelle 4: Selektivndhrmedien fur Yersinia enterocolitica

Name Quelle

BOS (Bile Oxalat Sorbose) SCHIEMANN 1982,

WALKER und GILMOUR 1986
ITC (Irgasan-Ticarcillin -Kaliumchlorat-Medium) WAUTERS et al. 1988a
MRB (modifizierte Rappaport Bouillon) WAUTERS 1973

BOS Medium hat sich vor allem fiir die Anziichtung von pathogenen Y. enterocolitica
Stimmen des Bioserovars 1B/O:8 bewéhrt (WALKER und GILMOUR 1986), wéhrend die
beiden anderen genannten Selektivanreicherungen vor allem fiir die Dedektion der weit
verbreiteten, humanpathogenen Bioserovare 4/0: 3 und 2/0:9 als die geeignetsten angesehen
werden (WAUTERS et al. 1988a). BUCHER (2001) stellte in einer Arbeit verschiedene
Anreicherungsverfahren gegeniiber, durch Kombination mehrerer Verfahren konnte die
Nachweisrate erhoht werden, hierbei erwies sich der parallele Einsatz zweier verschiedener
Selektivanreicherungen am effektivsten (Modifiziertes Rappaport Medium und Irgasan-

Ticarcillin-Kaliumchlorat-Nahrbouillon).

3.2.2 Isolierung von Yersinia enterocolitica

Anfangs wurden fiir die Y. enterocolitica Diagnostik géngige Selektivndhrboden wie sie fiir
die Isolation von Enterobacteriaceae liblich waren verwendet, und einige davon wie zum
Beispiel der MacConkey Agar finden immer noch breite Anwendung. Bevorzugt werden
heute jedoch Nihrmedien die nur das Wachstum von Y. enterocolitica anzeigen sollen
(VARNHAM und EVANS 1991). Beispiele hierfiir sind der Cellobiose-Arginin-Lysin-Agar
(CAL) (DUDLEY und SHOTTS 1979) und das"Y" Medium (SOLTESZ et al. 1980). Sehr
haufig kommen der modifizierte Salmonella-Shigella-Agar mit Natriumdesoxycholat u.
Calciumdichlorid (SSDC) (WAUTERS 1973), sowie der von SCHIEMANN (1979)
entwickelte Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin-Agar (CIN) zum Einsatz, die von allen groferen
Néhrbodenherstellern kommerziell vertrieben werden. Die zugesetzten Hemmstoffe
Kristallviolett, Natriumdesoxycholat und die Antibiotika Cefsulodin, Irgasan, Novobiocin in
diesem Nahrboden unterdriicken selektiv das Wachstum anderer, unerwiinschter Keime.

Mannit wird von Yersinia Spezies fermentiert, die dabei entstehende Séure bewirkt einen
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Farbumschlag des Indikators Neutralrot und erklirt die rote Férbung im Zentrum der
Kolonien ("Kuhaugen"). Enterobacter-, Aeromonas-, Proteus- und Citrobacter-Kolonien
konnen allerdings dhnliche Koloniemorphologie aufweisen (DE BOER und SELDMAN
1987).

Eine Weiterentwicklung stellt der "Virulent Y. enterocolitica Agar" (VYE) von
FUKUSHIMA (1987) dar, diesem Nihrmedium ist Asculin zugesetzt und ermdglicht somit
eine Unterscheidung pathogener von apathogenen Bioserovaren. Biovar 1A, als nicht
virulentes Biovar besitzt die Fihigkeit mit Hilfe einer Hydrolase Asculin zu spalten und
dadurch den Ndhrboden dunkel zu farben. Dieser Ndhrboden wird jedoch nicht kommerziell

vertrieben.

3.2.3 Identifizierung auf Speziesebene

Biochemische Eigenschaften von Y. enterocolitica werden am besten mit miniaturisierten,
kommerziell erhiltlichen Identifikationskits erfasst, dadurch kann Y. enterocolitica von
anderen Yersinia Spezies unterschieden werden, eine Kolonie ist somit eindeutig als Y.

enterocolitica identifiziert.

Durch Bio- und Serotypisierung kann eine weitere Diskriminierung innerhalb der Spezies Y.
enterocolitica vorgenommen werden, damit wird eine Unterscheidung zwischen pathogenen
und apathogenen Vertretern dieser Spezies moglich (BAUMGART 1999). Eine Vielzahl von
biotypisierenden Schemata sind beschrieben worden (BRENNER 1981, SWAMINATHAN et
al. 1982, KAPPERUD und BERGAN 1984). In sehr vielen Studien kommt ein modifiziertes
Biotypisierungsschema nach WAUTERS et al. (1987) (Tabelle 5) zur Anwendung
(NESBAKKEN 1992, ZHENG und XIE 1996, FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 20014d).
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Tabelle 5: Modifiziertes Biotypisierungsschema fiir Yersinia enterocolitica

(nach WAUTERS et al. 1987)

Biovar
Parameter 1A 1B 2 3 4 5 6*
Lipase (Tween-Esterase) + - - - - - -
Aesculin 24 h +/- - - - - - -
Salicin24 h +/- - - - - - -
Indol + + + - - - -
Xylose + + + + - VvV 4+
Trehalose/ NOs-Reduktion + + + + + - +
Pyrazinamidase + - - - - - +
B-D-Glucuronidase + - - - - - -
Voges-Proskauer + + + + + () -
Prolinpeptidase \% - - - - - +

+ positive Reaktion
- keine Reaktion
v variable Reaktion
+/-  verzogert positive Reaktion
(+) leicht positiv ein nachtrdglicher Vorschlag beinhaltet die Aufspaltung des Biovars 6 in zwei Spezies: Y.
bercovier und Y. mollaretii (WAUTERS et al. 1988)
Die Serotypisierung kann mit kommerziell erhéltlichen Agglutinationsseren durchgefiihrt

werden.

3.2.4 Pathogenititsnachweis

Ein erster Anhaltspunkt fiir die Pathogenitit liefert bereits die Koloniemorphologie auf dem
Nahrboden. Apathogene Stimme von Y. enterocolitica (Biotyp 1A) wachsen in grof3eren,
stets gleichaussehenden Kolonien, wihrend pathogene Stdmme kleiner und in unterschied-
licher Kolonieform wachsen (VARNHAM und EVANS 1991). Da diese Interpretation jedoch
in hohem Male subjektiv geprégt ist, sollte sie nur unter Vorbehalt herangezogen werden

(SCHIEMANN 1989).
Chromosomal codierte Pathogenitdtsmerkmale, und damit die potentielle Pathogenitit eines

Isolates werden bereits durch die Biotypisierung erfasst in Form der Pyrazinamidase

Aktivitit, der Salicin Fermentation und der Asculinhydrolyse (FARMER III et al. 1992).
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Um das Krankheitsbild der "Yersiniose" zu verursachen sind zusitzliche, plasmidcodierte
Merkmale des Erregerstammes Vorraussetzung. YadA assoziierte Eigenschaften, wie die
Autoagglutination konnen dafiir herangezogen werden. Hierzu werden zwei Rohrchen VP-
Medium mit dem zu priifenden Stamm beimpft, und parallel iiber Nacht bebriitet, einmal bei
Raumtemperatur und einmal bei +37°C. Virulenzplasmid-haltige Stamme wachsen bei
Raumtemperatur mit homogener Triibung, wohingegen es bei +37°C zu klebriger, fein-
flockiger Sedimentbildung kommt (ALEKSIC et al. 1988). Auch calciumabhingiges
Wachstum bei +37°C (GEMSKI et al. 1980 ) und Kongorot-Bindungsfahigkeit bei +37°C
(BHADURI et al. 1987) sind an das Vorhandensein eines Plasmids gebunden, ein
gemeinsamer Nachweis dieser beiden Eigenschaften gelingt mit dem Congo- Red-
Magnesium-Oxalat-Agar (CRMOX-Agar) von RILEY und TOMA (1989). Die zu testende
Kolonie wird auf den Ndhrboden aufgebracht und fiir 24 h bei +37°C bebriitet. Plasmidhaltige
Stdimme wachsen in runden, konvexen, roten, opaken pinpoint-Kolonien, Stimme ohne

Plasmid (keine Kongorotbindung) sind grofBer, flach und farblos.

33 Immunologische Nachweisverfahren einer Yersiniose

Eine Infektion mit Y. enterocolitica fihrt stets zur Bildung von humoralen Antikdrpern gegen
Zellwand Antigene (O-Antigene), sowie gegen losliche Proteine (Yops) und YadA.
Somit kénnen humorale Antikorper fiir die Diagnostik herangezogen werden, lassen aber

keine Schliisse zu iiber das Vorliegen einer Immunitit, denn diese ist zellvermittelt (DEDIE et

al. 1993).

Bei der Widal Reaktion mit agglutinierenden Antikérpern handelt es sich um ein Verfahren,
bei dem mit Hilfe von Oberflachenantigenen (O-Antigene) gegen die Serovare O:3 und O:9
agglutinierende  Antikorper im  Patientenserum  nachgewiesen = werden  konnen
(PSCHYREMBEL 1994). Agglutinationstiter iiber 1:160 sind diagnostisch als positiv zu
werten (HEESEMANN et al. 1986a) und konnen typischerweise vom 3. bis 7.Tag nach
Auftreten klinischer Symptome gemessen werden (BOTTONE 1999). Signifikante Titer
konnen in der Regel nur wihrend der akuten Phase der Erkrankung nachgewiesen werden, sie
nehmen dann innerhalb von drei Monaten ab (HOOGKAMP-KORSTANIJE et al. 1988).
Chronische Erkrankungen weisen keine signifikanten Agglutinationstiter mehr auf und

konnen somit nicht erfasst werden (HEESEMANN et al. 1986a). Unspezifische
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Kreuzreaktionen zwischen Bioserovar 2/0:9 und Bakterien der Gattung Brucella sind

méglich (DEDIE et al. 1993).

Als sicherster diagnostischer Nachweis von spezifischen Anti-Yersinia Antikérpern gilt der
Nachweis von humoralen Antikorpern (IgM, IgA, und IgG-AK) gegen Plasmid assoziierte
Proteine, den sogenannten Yops. Das Besondere ist nicht nur ihre starke Antigenitit und ihre
hohe Spezifitit (bisher bei keinen anderen Bakterien nachgewiesen) sondern auch ihre hohe
Kreuzreaktivitit innerhalb der Gruppe der humanpathogenen Yersinien (serotyp- und
speziesunabhingige Antigene) (HEESEMANN et al. 1986b). Somit konnen alle human-
pathogenen Yersinien erfasst werden, Aussagen zur Spezieszugehorigkeit (Y. enterocolitica
oder Y. pseudotuberculosis) oder zum Serotyp sind jedoch nicht moglich. Die Diagnostik

plasmidassoziierter Antikdrper erfolgt mit Hilfe eines ELISAs oder eines Immunoblots.

IgM, IgA und IgG Antikorper sind wihrend der akuten Phase einer Yersinia Infektion nach-
weisbar (HEESEMANN et al. 1984). [gM verschwinden nach etwa 3 Monaten, ihr Nachweis
spricht deshalb fiir eine vor kurzem durchgemachten Infektion (GRANFORS et al. 1980),
spezifische IgG AntikOrper persistieren dagegen iiber Jahre hinweg und kénnen auch dann
noch nachgewiesen werden (HEESEMANN et al. 1984). Chronische Darmerkrankungen und
durch Yersinia induzierte Gelenkserkrankungen konnen mit diesem Verfahren ebenfalls
nachgewiesen werden und sind charakterisiert durch anhaltend hohe IgA Titer (GRANFORS
und TOIVANEN 1986, LARSEN et al.1985) (Abbildung 3).

37



B Literatur

Titer

Symploms

) r
e o—_— .

Tier

Symptoms

Abbildung 3A: Titer-Verlaufskurve von Yersinia-spezifischen Antikérpern im Falle einer
akuten und komplikationslosen Yersiniose wie Enteritis, Pseudoappendicitis, Yersinia Colitis,

Sepsis und Lymphadenopathie (nach MILENIA-BIOTECH 1999).

Abbildung 3B: Titer-Verlaufskurve von Yersinia-spezifischen Antikdrpern im Falle von
immunpathologischen Komplikationen und chronischer Yersiniose wie Reaktive Arthritis,

Erythema nodosum, Ileitis und Lymphadenopathie (nach MILENIA-BIOTECH 1999).

Eine weitere diagnostische Methode ist die Indirekte Immunfluoreszenz (HOOGKAMP-
KORSTANIJE et al. 1985), damit konnen antigene Komponenten von Y. enterocolitica in
Biopsiematerial nachgewiesen werden und die kulturelle Anzucht ersetzen. Der Nachweis
erfolgt serovarunspezifisch unter Verwendung von polyvalentem Kaninchenserum
(HOOGKAMP-KORSTANJE  1986). Im Rahmen eines immunpathologischen
Krankheitsgeschehens ist diese Methode auch geeignet um antigene Komponenten des
Erregers in Gelenken nachzuweisen, eine kulturelle Anzucht aus Synovialfliissigkeit verlauft

in solchen Fillen stets erfolglos (GRANFORS et al. 1989).
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3.4  Molekularbiologische Nachweisverfahren

Genotypische Methoden haben den Vorteil, dass sie nicht auf eine phénotypische Expression
von gattungsspezifischen Merkmalen angewiesen sind, welche hdufig eine Temperatur-

abhingigkeit aufweisen (ITEMAN et al. 1996).

Die PCR ist ein hoch sensitives und hoch spezifisches diagnostisches Werkzeug, das 1989
eingefiihrt wurde. Durch ihren Einsatz konnen die gesuchten Bakterien direkt aus dem Unter-
suchungsmaterial detektiert werden, eine PCR auf Basis plasmidcodierter Gene ersetzt gleich-
zeitig den Pathogenitdtsnachweis. Falsch negative Ergebnisse nach Plasmidverlust sind je-
doch mdoglich (NEUBAUER et al. 2000). Eine Vielzahl von Methoden auf Basis
chromosomaler und plasmidassoziierter Gene sind flir die Detektion von Y. enterocolitica
entwickelt worden (NEUBAUER et al. 2001a), auch eine in-situ Hybridisierung mit
fluoreszenz markierten Oligonucleotiden ist moglich (TREBESIUS et al. 1998).
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4 Methoden zur Aufkliarung epidemiologischer Zusammenhénge

4.1 Fall-Kontroll-Studien

Hierbei handelt es sich um epidemiologische Studien die sich zum Ziel machen Faktoren zu
identifizieren, von denen vermutet wird, dass sie kausal an der Krankheitsentwicklung be-
teiligt sind. Es wird von Personen mit bereits eingetretener Krankheit ausgegangen und riick-
blickend nach urséchlich beteiligten Faktoren gesucht. Dazu werden Personen mit manifester
Krankheit (Fille) solchen Personen gegeniibergestellt die die Krankheit nicht haben (Kon-
trollen), und es wird gepriift, ob sich die Gruppen hinsichtlich bestimmter, interessierender
Variablen unterscheiden. Wichtig dabei ist, dass beide Gruppen vergleichbar sind, in be-
stimmten Parametern also Ubereinstimmungen zeigen. Alter, Geschlecht, soziodkonomischer
Status (Bildung, Zahl der Kinder, Einkommensklasse, Lebensstil) und ethnische Zuge-
horigkeit sind solche Parameter. Wegen ihrer einfachen Durchfiihrbarkeit werden Fall-
Kontrollstudien hdufig eingesetzt. Wesentlich beeintrachtigt wird die Aussagekraft solcher
Studien durch den retrospektiven Charakter der Datenerhebung: wéhrend die Krankheit schon
besteht, versucht man im nachhinein Informationen tiber Faktoren zu finden die zu ihrer Ent-
stehung gefiihrt haben. Erinnerungsliicken, unzureichende Dokumentation und das Wissen
um die eingetretene Krankheit schrinken die Zuverldssigkeit der Daten ein (HEINEMANN et
al. 1994a, b).

Mit Hilfe solcher Fall-Kontrollstudien konnte ein Zusammenhang zwischen der humanen
Yersiniose und Schweinefleisch eindeutig festgestellt werden. Den Féllen (an einer enteralen
Yersiniose Erkrankte mit positiver Stuhlkultur) wurden Kontrollgruppen (keine Yersiniose in
der Krankheitsgeschichte) gegeniibergestellt, Alter, Geschlecht und Wohnort beider Gruppen
stimmten iiberein. Standardisierte Fragebogen fiihrten zu eindeutigen Diskrepanzen zwischen
den beiden Gruppen. So gaben Erkrankte hdufiger an Schweinefleisch und Schweinefleisch-
produkte verzehrt zu haben, nicht durchgegartes Fleisch wurde zudem bevorzugt und auch
beziiglich der Kiichenhygiene war diese Gruppe nachldssiger. Eine Diskrepanz beider
Gruppen hinsichtlich Kontakt zu Haus- oder Nutztieren konnte nicht festgestellt werden
(OSTROFF et al. 1993). Zu &dhnlichen Ergebnissen fiihrten Fall-Kontroll-Studien in
Neuseeland (SATTERTHWALITE et al. 1999) und Belgien (TAUXE et al. 1987).
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4.2 Molekularmethoden

Im Laufe der vergangenen Jahre wurden fiir die Bakterientypisierung klassische Methoden
aus der Immunologie, Biochemie und Genetik iibernommen und fiir Untersuchungen im
Rahmen von epidemiologischen Fragestellungen mit dem Terminus "Molekulare Epidemio-
logie" bedacht. Theoretisch wird fiir jedes Typisierungssystem vorausgesetzt, dass epide-
miologisch verwandte Bakterien-Isolate, die im Rahmen der klonalen Expansion aus einem
einzigen Vorlduferstamm hervorgegangen sind, charakteristische Eigenschaften teilen, die sie
von anderen, epidemiologisch nicht verwandten Isolaten unterscheidet. Die Verwendung spe-
zieller, charakteristischer Eigenschaften hdngt dabei von der Stabilitit dieser Eigenschaften
innerhalb des Stammes und der Diversitit innerhalb der Spezies ab. Diese Diversitit reflek-
tiert die evolutiondre genetische Divergenz, die durch zufillige, nicht letale Mutationen ent-
steht, welche im Laufe der Zeit akkumulieren. Solche Mutationen sind nachweisbar, wenn sie
an Stellen auftreten, fiir die mit den heutigen Methoden Detektionsmoglichkeiten bestehen

(MASLOW et al. 1993a, SCHMITZ et al. 1995).

4.2.1 Restriktionsenzymanalyse des Plasmids (REAP)

Plasmide sind extrachromosomale Strukturen, die in der Bakterienzelle als zirkuldre, dop-
pelstrangige DNS-Molekiile vorliegen und z. B. fiir Antibiotika-Resistenzen oder fiir die Pro-
duktion von Toxinen verantwortlich sind. Plasmide konnen selbststindig durch Konjugation,
mit Hilfe eines Transferfaktors oder durch Bakteriophagen zwischen Bakterien ausgetauscht

werden (PSCHYREMBEL 1994).

Bei der Plasmid-Profil-Analyse werden Bakterienplasmide isoliert und anschlieBend separiert
um ihre Zahl und GréBe zu ermitteln. Zusatzliche Informationen gewinnt man durch die an-
schlieBende Restriktionsenzymanalyse des Plasmids bei der die DNS des Plasmids mit Hilfe
von Restriktionsendonukleasen gespalten wird und anschlieBend Zahl und GréBe der ent-
standenen Restriktionsfragmente verglichen werden. Die Diskriminationsfihigkeit dieser
Methode ist bei denjenigen Stimmen verstiandlicherweise gering, die iliber keine bzw. nur ein
oder zwei Plasmide verfiigen. Die Durchfiihrbarkeit dieser Methode ist einfach, auch die Er-
gebnisinterpretation bereitet keine Schwierigkeiten (MASLOW et al. 1993a, SCHMITZ et al.
1995).
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4.2.2 Restriktionsendonukleasen-Analyse chromosomaler DNS (REAC)

Restriktionsendonukleasen spalten enzymatisch DNS an definierten Stellen bestimmter
Nukleinsduresequenzen. Die Anzahl und GréBe der so gewonnenen Restriktionsfragmente
spiegelt die Frequenz und Verteilung dieser zu schneidenden Nukleinsduresequenzen wider.

Bei der REAC werden Endonukleasen mit einer hohen Zahl an Schnittstellen eingesetzt, so
dass teilweise Hunderte von Fragmenten mit einer Lange von 0,5-50 Kb entstehen. Diese
Fragmente werden anschlieBend mittels Agarose-Gel-Elektrophorese separiert. Unter-
schiedliche Stimme der gleichen Bakterienspezies sollten voneinander zu diskriminierende
Bandenmuster aufweisen, da DNS Sequenzen verschiedener Bakterienstimme variierende
Restriktionsschnittstellen besitzen. Das Hauptproblem dieser Methode liegt in der sehr
schwierigen Interpretation der komplexen Bandenmuster die aus hunderten von teilweise
nicht getrennten bzw. einander iiberlappenden Banden bestehen konnen. Sie ist jedoch

einfach und schnell durchfiihrbar (MASLOW et al. 1993a).

4.2.3 Ribotypisierung

Die Ribotypisierung nutzt das Prinzip der "Southern Blot” Analyse. Nach Enzymrestriktion
chromosomaler DNS und Auftrennung der Restriktionsfragmente mit Hilfe der
Gelelektrophorese wird das die DNS enthaltende Gel auf eine Nitrocellulosemembran
iibertragen. Zur Erkennung von bestimmten Gensequenzen setzt man radioaktiv oder
enzymatisch markierte Nukleinsdureabschnitte, sogenannte Gensonden ein, die an
komplementire Nukleinsdureabschnitte der Probe binden. Bei der Ribotypisierung verwendet
man dabei Sonden zum Nachweis von Genen, die ribosomale RNS (rRNS) codieren, solche
Gene werden auch Operone genannt und kommen in mehreren Kopien im Bakteriengenom
vor (MASLOW et al. 1993a). rRNS ist ein Bestandteil der Ribosomen, dem Ort, an dem die
Proteinbiosynthese der Zelle stattfindet. Sie kommt bei allen Bakterienspezies vor und ist

hochgradig konserviert.

Das Ribosom von Escherichia coli ist sehr gut untersucht, die rRNS besteht aus 16S, 23S und
5S grofen Sequenzen, diese werden als gingige Gensonden verwendet. Da die Gene fiir
rRNS in mehreren Kopien im Genom vorliegen, konnen Bakterien 5-7 Operone enthalten, die
jeweils auf unterschiedlich grofen Restriktionsfragmenten liegen konnen. Mit Hilfe der

Ribotypisierung gelingt dann die Darstellung von typischerweise 10-15 Banden, so dass eine
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unkomplizierte Interpretation der Ergebnisse moglich ist. Auch eine gute Reproduzierbarkeit

ist bei dieser Methode gegeben, nachteilig ist der hohe Zeitaufwand (SCHMITZ et al. 1995).

4.2.4 Analysen mittels random amplified polymorphic DNS (RAPD)

Normalerweise ist die Kenntnis der DNS-Sequenz an den Enden des gewiinschten Fragments
eine Voraussetzung fiir die PCR Amplifikation, fiir die spezifische Primer benotigt werden.
Es konnen aber auch mit Hilfe einer durch einer einzelnen, kurzen, unspezifischen Primer
gestarteten Polymerase-Kettenreaktion, z.B. mit der Gesamt DNS eines Organismus als Ziel
DNS, Fragmente ampliziert werden. Fingerprint-Muster mit einer Auflosung, die die Unter-
scheidung verschiedener Stdmme einer Spezies von Organismen erlaubt, konnen so erzeugt
werden. Als Primer fiir die PCR wird ein einziges Oligonukleotid verwendet, die Sequenz
dieses Primers ist dabei beliebig. Bei der PCR-Amplifikation werden DNS-Regionen aus dem
Genom, die zwischen jeweils zwei entgegengesetzt orientierten Primerbindungsstellen liegen,
exponentiell angereichert. Nach Auftrennen der Amplifikationsprodukte durch Elektrophorese
auf einem Agarosegel zeigt sich nach Anfirben mit Ethidiumbromid das Fingerprint-
Bandenmuster verschiedener Staimme (TICHY und SIMON 1994). Bei der RAPD handelt es
sich um eine sehr schnelle Methode, die Technik ist jedoch schwierig zu standardisieren und

hat eine schlechte Reproduzierbarkeit (OLIVE und BEAN 1999).

4.2.5 Sequenzierung

Mit Hilfe der DNS-Sequenzierung kann die Primérstruktur des Bakteriengenoms entschliisselt
werden, sie ergibt sich durch die Bestimmung der Reihenfolge der Nukleotide im DNS
Strang. Zu ihrer Durchfiihrung bewéhrt hat sich die enzymatische Methode nach Sanger. Der
konzeptionelle Kern liegt in der Féhigkeit der DNS-Polymerase, einzelstrangige DNS von
einem doppelstrangigen Startpunkt (Primer) ausgehend durch Einbau von komplementiren
Nukleotiden zu einem Doppelstrang zu ergénzen. Diese DNS-Polymerase kann aber auch
natiirlicherweise nicht vorkommende Nukleotide als Substrat verwenden, bei Verwendung
von zweifach desoxygenierter Ribose als Bestandteil des Nukleotids (Didesoxynukleotid)
kommt es zum Abbruch der weiteren Kettenverlingerung da eine Verkniifpungsstelle ver-

loren geht.
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In vier parallelen Ansédtzen wird bei dieser Methode eine DNS-Replikation gestartet, die dann
durch die Anwesenheit eines der vier moglichen Didesoxynukleotids (ddATP, ddCTP, ddGTP
ddTTP) gestoppt wird. Es entstehen dabei DNS-Ketten unterschiedlicher Lénge die
elektrophoretisch aufgetrennt werden und aufgrund einer radioaktiven Markierung sichtbar
gemacht werden konnen. Aus der Kettenlinge im Zusammenhang mit dem verwendeten
Didesoxynukleotid ergibt sich der relative Abstand der einzelnen Basen zum Primer. Handelt
es sich bei der am weitersten gewanderten Bande beispielsweise um eine Reaktion die durch
den Zusatz eines ddTTP gestoppt wurde, so ldsst dies den Riickschluss zu, dass sich das kom-
plementére Nukleotid APT in unmittelbarer Nachbarschaft zum Primer befinden muss und
deshalb die Replikation frithzeitig durch ddTTP abgebrochen werden konnte (HENTZE et al.
1990). Mit Hilfe der Sequenzierung sind alle Bakterienspecies mit guter Reproduzierbarkeit

typisierbar.

4.2.6 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Prinzip

Bei der konventionellen Gelelektrophorese in konstanten Feldern wandern die negativ ge-
ladenen DNS Molekiile in einer Richtung zur Anode (SCHMITZ et al. 1995), dies ist die ge-
brauchlichste Technik zur Trennung von DNS Molekiilen bis zu einer Gréfe von 50 Kb
(Kilobasenpaare), und entspricht etwa dem Genom des Escherichia coli-Phagen Lambda.
GroBlere DNS Molekiile richten ihre Léngsachse parallel zu den elektrischen Feldlinien aus
und wandern somit schlangenartig durch die Poren des Gels da die Porengréf3e im Agarosegel
fiir eine horizontale Wanderung zu klein ist. Dies hat zur Folge, dass alle DNS Molekiile die
grofler als circa 50 Kb sind in einer Bande wandern. Eine Auftrennung oder Gréfenbe-

stimmung dieser Molekiile ist somit nicht mdglich (WINTER und DRIESEL 1988).

Der entscheidende Schritt zur Uberwindung dieses physikalischen Phiinomens gelang
SCHWARTZ und CANTOR (1984) mit der Entwicklung der neuen Technologie der
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). Hierbei werden von in einem bestimmten Winkel
angeordneten Elektroden alternierende elektrische Felder erzeugt, d.h. die Richtung der
Feldlinien verdndert sich in einem bestimmten Zeitintervall. Daher miissen die DNS Molekiile
thre Ausrichtung und Konformation stindig dndern, um sich in Feldrichtung zu orientieren

(SCHMITZ et al. 1995). Die Modellvorstellung besagt, dass groBe Molekiile zur
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Reorientierung langere Zeit brauchen als kleinere, SO dass die
Nettowanderungsgeschwindigkeit der kleineren Molekiille gréfer ist (WINTER und
DRIESEL 1988). Mit Hilfe der Pulsfeldgelelektrophorese konnen somit auch groflere DNS
Fragmente mit einer GrdéfBenordnung von 50 Kb bis 1000 Kb aufgetrennt werden. Das

gesamte Genom einer Bakterienzelle wird somit darstellbar (METZ et al. 1996).

Um alternierende elektrische Felder zu erzeugen sind zahlreiche Apperaturen entwickelt
worden, die sich sowohl in der Geometrie der Elektrophoresekammer als auch in der Form,
Anzahl, und Stellung der Elektroden unterscheiden und die hier nur namentlich erwihnt sein
sollen. WINTER und DRIESEL (1988) haben diese Verfahren ausfiihrlich beschrieben. Heute
kommen die Gelelektrophorese in orthogonal-alternierenden Feldern (OFAGE), Feldin-
versionsgelelektrophorese (FIGE), die Rotaphor Apperatur, PFGE in rotierenden Gelen und
die Elektrophorese im transvers-alternierenden elektrischen Feld zur Anwendung. Haufig
wird die sogenannte CHEF-PFGE, contour clamped homogeneous electric field PFGE
benutzt. 24 Elektroden sind hier in einer Elektrophoresekammer hexagonal zueinander
angeordnet, die beiden sich gegeniiberliegenden Seiten des Sechseckes werden abwechselnd
aktiviert. Der Strom wird dabei in einem Winkel von 120° zur Nettolaufrichtung der DNS in

kurzen Impulsen aus wechselnder Richtung angelegt.

Die Pulszeit und die Stirke des elektrischen Feldes sind dabei die entscheidenden Parameter,
die den Molekulargewichtsbereich der auftrennbaren DNS Fragmente festlegen: je ldnger die
Pulszeiten sind, desto grofere Molekiile konnen aufgetrennt werden. Man kann die Pulszeit
auch linear ansteigen lassen, so dass wihrend eines Laufes sowohl kleinere als auch grof3ere
Fragmente aufgetrennt werden (Metz et al. 1996). Desweiteren haben auch die Konfiguration
und Winkel des elektrischen Feldes, Temperatur und Ionenkonzentration des Gels sowie des
verwendeten Puffers und Konzentration der eingesetzten Agarose FEinfluss auf die

Wanderungsgeschwindigkeit (SCHMITZ et al. 1995).

Probenvorbereitung

DNS Fragmente tliber 200 Kb sind sehr empfindlich gegeniiber mechanischen Einwirkungen
und konnen leicht brechen. Zu untersuchende Bakterienzellen werden deshalb zundchst in
Agarose Blocke eingebettet, das intakte Bakterienchromosom ist somit gegen Scherbruch

geschiitzt, notwendige Detergentien und Enzyme zur Aufbereitung der DNS konnen in die
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Agaroseblocke  hineindiffundieren (SCHMITZ et al. 1995). Mit Hilfe von
Restriktionsenzymen wird das genetische Material dann in Fragmente von definierter Linge

und Anzahl geschnitten.

Restriktionsenzyme, auch Restriktionsendonukleasen oder Cutter genannt, erkennen
spezifische DNS-Sequenzen innerhalb eines Genoms und zerschneiden an dieser Zielsequenz
den DNS Strang. Um das gesamte Bakteriengenom analysieren zu konnen ist es notwendig
grofe DNS Fragmente zu erzeugen, dazu verwendet man selten schneidende
Restriktionsenzyme (rare cutter), die eine Erkennungssequenz von 6 oder 8 Basenpaaren
besitzen. Statistisch gesehen schneiden 4-cutter alle 256 Bp, 6-cutter alle 4096 Bp und 8-
cutter nur alle 65536 Bp (MUHLHARDT 2002).

Die Grof3e des Erbgutes verschiedener Bakterienstimme reicht von 0,5 bis 10 Mb. Abhéngig
vom Bakteriengenom und verwendeten Enzym entstehen 6 bis 40 Fragmente mit einer Grof3e

von 5 bis 2000 Kb (METZ et al. 1996).
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5 Anwendung der Pulsfeldgelelektrophorese fiir Yersinia enterocolitica

ITEMAN et al. (1996) bewerteten drei verschiedene Typisierungsverfahren hinsichtlich ihrer
Diskriminierungsfahigkeit innerhalb der Spezies Y. enterocolitica, Plasmid-Profil-Analyse
(REAP), Ribotypisierung und Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) kamen dafiir zur An-
wendung. Sowohl die REAP als auch die Ribotypisierung erwiesen sich zwar als geeignetes
Werkzeug um verschiedene Bioserotypen voneinander abzugrenzen, sie stellen somit eine
Alternative zur Bio-und Serotypisierung dar, die beide den Nachteil haben von der phino-
typischen Merkmalsauspragung abhdngig zu sein. Die Diversitit innerhalb einzelner Bio-
serotypen war jedoch nicht ausreichend um diese beiden Methoden fiir epidemiologische
Studien heranziehen zu konnen. Nicht mehr als 5 (REAP) bzw. 10 (Ribotypisierung) ver-
schiedene Bandenmuster konnten insgesamt identifiziert werden. Die PFGE erwies sich da-
gegen als eine hervorragende Methode um epidemiologische Erkenntnisse abzuleiten, mit
ihrer Hilfe konnten insgesamt 43 verschiedene Pulstypen erzeugt werden, vor allem innerhalb
des Bioserotyps 4/0:3 konnte dabei ein hohes Mal3 an Diversitit festgestellt werden, 11 ver-
schiedene Subtypen waren unterscheidbar. Auch FREDRIKSSON-AHOMAA et al. (1999a)
stuften die Ribotypisierung im Vergleich mit der PFGE als nicht geeignet ein um innerhalb

des Bioserovars 4/0:3 verschiedene Subtypen zu diskriminieren.

Die PFGE fand in zahlreichen Studien zur Feintypisierung von Y. enterocolitica Anwendung
(BUCHRIESER et al. 1994a, NAJDENSKI et al. 1994, ASPLUND et al. 1998, BEE 2000,
FILETICI et al. 2000, FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001la). Obwohl spontane
Mutationen vorkommen, die das Restriktionsmuster verdndern konnen, ist dies bei dieser
Spezies ein seltenes Ereignis (NAJDENSKI et al. 1995). BUCHRIESER et al. (1994b)
konnten bei 24 Stdmmen der gleichen Region wiéhrend eines Zeitraums von acht Jahren

identische PFGE-Muster nachweisen.

Haufig eingesetztes Restriktionsenzym ist Notl (BUCHRIESER et al. 1994b, NAJDENSKI et
al. 1994, ITEMAN et al. 1996). Durch den parallelen Einsatz von zusdtzlichen Enzymen kann
der diskriminatorische Index weiter erhoht werden (FREDRIKSSON-AHOMAA et al.
2001b). 35 verschiedene Enzyme wurden im Rahmen einer Pilotstudie auf ihre Brauchbarkeit
fiir die Typisierung von Y. enterocolitica gepriift. Die besten Ergebnisse wurden durch eine
Kombination der Enzyme Nofl, Apal und Xhol erzielt (FREDRIKSSON-AHOMAA et al.

1999a). Pulstypen desselben Bioserovars weisen sehr dhnliche Bandenmuster auf, was auf
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eine enge Verwandtschaft dieser Stdmme schliefen ldsst (BUCHRIESER et al. 1994a,
FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 1999a). Auch wenn mit Hilfe der PFGE eine Vielzahl
verschiedener Pulstypen identifiziert werden konnen, so gibt es hidufig einige wenige
dominierende Typen die in einer Vielzahl von Proben anzutreffen sind, die anderen treten
dagegen zahlenméfig zurlick und sind manchmal auch in nur einer einzigen Probe
nachweisbar (BUCHRIESER et al. 1994a, FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2000a,
FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001a). Auch zur Aufklirung von epidemiologischen
Zusammenhdngen bei grofleren Krankheitsausbriichen mit Y. enterocolitica ist diese Methode

erfolgreich angewendet worden (SWAMINATHAN et al. 2001).
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C Eigene Untersuchungen

1 Ziel der Arbeit

Wie bereits in der Literatur dargestellt (Punkt 2.1.3) nimmt die Zahl an einer Yersiniose Er-
krankter in der Bevdlkerung Deutschlands stetig zu. Dieser Trend soll durch eigene Unter-
suchungen erfasst werden und dabei Altersstrukturen, Geschlechterverteilung sowie saisonale
Schwankungen der humanen Yersiniose mit fritheren Ergebnissen verglichen und diskutiert

werden.

Es stellt sich zudem die Frage nach der Infektionsquelle. Neben der direkten Ubertragung
scheint der alimentidre Weg eine wichtige Rolle zu spielen. Das Schwein, ein hiufiger und
zudem sypmtomloser Triger von pathogenen Yersinien, wurde immer wieder als ein poten-
tieller Hauptiibertrager der menschlichen Yersiniose diskutiert. In dieser Arbeit sollen deshalb
gesammelte Yersinia Stimme von Menschen, sowie Stamme die aus Schweinefleisch, aus
Schlachtnebenprodukten, sowie aus der unmittelbaren Umgebung der
Schlachttierverarbeitung isoliert wurden, ndher charakterisiert und verglichen werden.
Zusdtzlich  sollen auch nicht pathogene Stimme von Yersinia mit Hilfe der
Pulsfeldgelelektrophorese charakterisiert werden und die erhaltenen Bandenmuster diskutiert

werden.
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2 Herkunft der Stimme

2.1 Humane Yersinia-Stamme

Wihrend eines Zeitraumes von November 2001 bis Dezember 2002 wurden alle Yersinia -
Stamme, die in einem humanmedizinischen Diagnostiklabor in Miinchen isoliert wurden,
gesammelt. Die Stimme stammten aus Stuhlproben von Patienten mit enteralen Beschwerden,
die auf Anforderung des behandelnden Arztes auf pathogene Keime untersucht wurden.
Einsender waren niedergelassene Arzte sowie Kliniken aus ganz Bayern, die meisten Proben
stammten jedoch aus dem Groflraum Miinchen. Insgesamt konnte Yersina Spezies aus 61
Patienten 1isoliert werden, die Stdmme von 36 Patienten wurden fir die weitere

Charakterisierung mit PFGE verwendet (Tabelle 6 und Tabelle 15 im Anhang H).

2.2 Ubrige Yersinia-Stimme

Bei den anderen Yersinia-Stimmen, die mit den humanen Stimmen verglichen werden
sollten, handelte es sich um bereits am Institut fiir Hygiene und Technologie der Lebensmittel
tierischen Ursprungs vorhandene Stimme. Dies waren in erster Linie Stimme vom Schwein
(Schweinefleisch, Schlachtnebenprodukte und Umgebungsproben), die aus
Einzelhandelsproben in Miinchen bzw. am Miinchner Schlachthof in einem Zeitraum von

1999 bis 2001 isoliert wurden (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Zusammenstellung der verwendeten Yersinia Stimme

Proben Jahr der Anzahl Typisierung der Stimme
Isolierung  Stdmme  (jeweilige Anzahl)

Schweineschlachthof 1999-2000

Tonsillen 1 Y. enterocolitica 4/0:3
Faeces 2 Y. enterocolitica 4/0:3
Zunge 8 Y. enterocolitica 4/0:3
Lunge 7 Y. enterocolitica 4/0:3
Herz 6 Y. enterocolitica 4/0:3
3 Y. enterocolitica 4/0:3
Zwerchfell
Leber 3 Y. enterocolitica 1A (1)
Y. enterocolitica 4/0:3 (2)
Nieren 1 Y. enterocolitica 4/0:3
Fleischverarbeitender 2000
Betrieb
Schweineprodukte 11 Y. enterocolitica 4/0:3 (10)
Y. frederiksenii (1)
Metzgereien 2001
Schweinefleisch 20 Y. enterocolitica 1A (1)
(Tierkorper und Y. enterocolitica 4/0:3 (14)
Nebenprodukte) Y. kristensenii (2)

Y. frederiksenii (1)

Y. intermedia (2)
Umgebungsproben 4 Y. enterocolitica 4/0:3 (1)

Y. kristensenii (1)

Y. rohdei (1)

Y. intermedia (1)

Chinchilla 2002
Faeces 2 Y. enterocolitica 3/0:3
Wasseschwein 2002
Lunge 1 Y. pseudotuberculosis
Humanstimme 2001-02
Faeces 61 Y. enterocolitica 1A (2)
Y. enterocolitica 2/0:9 (2)
Y. enterocolitica 4/0:3 (54)
Y. bercovier/mollaretii (2)
Y. frederiksenii (1)
Summe 130

Die Stimme aus dem Einzelhandel stammten dabei aus verschiedene Fleischteilen des
Schlachtkorpers, aus inneren Organen und aus Hackfleischproben, einige Stimme waren aber
auch aus der unmittelbaren Umgebung der Fleischverarbeitung, wie von Arbeitsflichen und
von Werkzeugen isoliert worden (KOCH 2003). Die Schlachthofstimme wurden aus
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Schweinekot, den Tonsillen, den Nieren, und dem Geschlinge( Zunge, Herz, Lunge,
Zwerchfell, Leber) isoliert (BUCHER 2002). Weitere Stimme aus Schweineprodukten

stammten von verschiedenen, fleischverarbeitenden Grof3betrieben aus Bayern (HANK 2003).

Auch die Kotproben zweier an Enteritis erkrankter Chinchillas, sowie eines an akuter
Yersiniose verendeten Wasserschweines aus dem Miinchner Tierpark, wurden in diese Studie

miteinbezogen.

Die groBere Zahl dieser Stimme gehorte dem Bioserovar 4/0:3 an (55 von 69 Stimmen),
weitere Bioserovare waren 3/0:3 (2) und das Biovar 1A (2). In geringerer Anzahl wurden
auch weitere Yersinia Spezies gesammelt: Y. frederiksenii (2), Y. kristensenii (3), Y.
intermedia (3), Y. rohdei (1), und Y. pseudotuberculosis (1). Insgesamt wurde mit 69
"nichthumanen" Stammen eine PFGE durchgefiihrt (Tabelle 6). Die Stimme wurden wie

unter Punkt 4 beschrieben aufbewabhrt.
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3 Kultivierung und Identifizierung von Yersinia

3.1 Humanstimme

Neben der Untersuchung auf Salmonella, Shigella, enteropathogene Escherichia coli,
Staphylococcus aureus und Campylobacter wurde auch eine Untersuchung auf Yersinia

routinemafig durchgefiihrt.

Zur Untersuchung auf Yersinia Spezies erfolgte ein Direktausstrich der fraglichen Stuhlprobe
auf den selektiven Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin-Ndhrboden (CIN), der als Fertigndhrboden
erworben wurde. Dafiir wurde der Nahrboden geviertelt und 5 pg der Probe mit einer sterilen
Einmaldse aufgebracht und ausgestrichen. Die Bebriitung der Platten erfolgte bei +37°C fiir
24 h.

Eine verdédchtige Kolonie wurde auf CIN-Ndhrboden subkultiviert, lag eine Reinkultur des
verdédchtigen Isolates vor, so schloss sich eine biochemische und serologische Bestdtigung an.
Dafiir wurde ein kommerziell erhéltliches, biochemisches Miniatursystem (Enterotube™)
benutzt, die Seroagglutination erfolgte mit im Handel befindlichen Testseren O:3 und O:9.

Als Negativkontrolle diente physiologische Kochsalzlosung.

Die Biotypisierung bestétigter Stimme wurde am Institut fiir Hygiene und Technologie der

Lebensmittel tierischen Ursprungs durchgefiihrt.

3.2 Lebensmittelstimme

Die Isolierung von Yersinia Spezies erfolgte mit Hilfe zweier verschiedener Selektivan-
reicherungen. Zunichst erfolgte eine Voranreicherung der Proben in einer nicht selektiven
Trypticase-Soja-Bouillon (TSB) fiir 16-18 h bei +25°C. Mit je 100 ul der Voranreicherung
wurden dann die beiden selektiven Anreicherungsmedien Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat-
Nahrbouillon (ITC) und Modifizierte Rappaport-Bouillon (MRB) beimpft. Die Bebriitung
dieser Bouillons erfolgte bei +25°C fiir 48 h, danach wurden jeweils 100 pl auf eine CIN-
Platte iibertragen und fiir 18-20 h bei +30°C bebriitet (BUCHER 2001).
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Verdichtige Kolonien wurden auf ihre Féhigkeit Harnstoff zu spalten untersucht. Im positiven
Fall folgte eine ndhere biochemische Charakterisierung der Kolonie mit dem Api 20E-Test.
War die Kolonie als Y. enterocolitica bestitigt, so schloss sich eine Biotypisierung geméaf
dem modifizierten Biotypisierungsschema nach Wauters et al. (1987) an (Tabelle 5). Die

Seroagglutination erfolgte mit den im Handel befindlichen Testseren O:3 und O:9.

Eine Auflistung der Einzelergebnisse zur Charakterisierung der im Rahmen dieser Studie

verwendeten Stdmme findet sich in Tabelle 15 im Anhang H.
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4 Lagerung bestitigter Stimme

Waren Stdmme eindeutig als Yersinia identifiziert, so wurden sie bis zu ihrer weiteren
Verwendung auf dem sogenannten Microbank-System® gelagert. Dazu wurde ein nicht se-
lektiver Trypticase-Soja-Agar (TSA) mit einer typischen Kolonie beimpft und 24 h bei +37°C
bebriitet. Am folgenden Tag wurden einige der gewachsenen Kolonien abgenommen und in
das Mikrobank-Rohrchen verbracht. Desweiteren wurde nach den Herstellerangaben

verfahren.
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5 Untersuchungsmethode

Um das Genom verschiedener Yersinia Stimme vergleichen zu konnen kam die Pulsfeld-
gelelektrophorese zum FEinsatz. Als Protokoll zur Probenaufbereitung diente ein bereits am
Institut etabliertes Verfahren (STOCK 1999). Grundlage war die von MASLOW et al.
(1993b) beschriebene Methode, sowie ein stark verkiirztes Extraktionsverfahren das bei
SPERNER et al. (1998) fiir die Typisierung von Clostridien-Spezies Anwendung fand. So

konnte das PFGE-Protokoll von ehemals 7 Tagen auf nur noch 5 Tage verkiirzt werden.

Nach einer Anreicherung bestétigter Bakterienkolonien iiber Nacht wurden die Zellen zu-
ndchst in einem Tris NaCl Puffer (PIV) gewaschen und anschlieBend konzentriert, jeweils 0,5
ml dieser Zellsuspension wurde in gleichen Anteilen einer niedrig schmelzenden Agarose
eingebettet. Zu den erstarrten Agaroseblocken wurde dann ein Lysispuffer mit zugesetzten
Enzymen (RNAse und Lysozym) gegegeben, die Lysis der Bakterienzellwand erfolgte bei
+37°C {iber Nacht unter Anwesenheit von EDTA um zelleigene DNAsen zu inhibieren.
Darauthin wurden die Agaroseblocke in einer Mischung aus Detergentien (Lauroylsarkosin)
und Proteasen (Proteinase K) inkubiert um stérendes Protein zu entfernen, die sogenannte
ESP Losung wurde in Abstdnden von jeweils 2 Stunden zweimal gewechselt, eine dritte In-

kubation in ESP erfolgte wiederum iiber Nacht, die Inkubationstemperatur war stets + 50°C.

Von den so priparierten Agaroseblocken wurden Scheibchen von 1 mm Dicke hergestellt, die
vor dem Restriktionsverdau einer viermaligen Waschung mit einem Tris-EDTA Puffer unter-
zogen wurden um Proteinase K Riickstinde zu entfernen. Der Restriktionsverdau wurde mit
den Enzymen Nofl bzw. Xhol und Apal nach Herstellerangaben (New England Biolabs®)
durchgefiihrt. Zum Einsatz kamen 10 U bzw. 20 U Restriktionsenzym. Nach abgeschlossener
Restriktion wurde das bereits vorbereitete 1 %-ige Elektrophoresegel mit den Agarose-
scheibchen beladen und in die Elektrophoresekammer eingebracht. Als Elektrophoresepuffer

kam ein Tris-Borsdure-EDTA Puffer (TBE) mit 4 Teilen Wasser verdiinnt zum Einsatz.

Die Pulsfeldgelelektrophorese wurde nach dem Prinzip des in Kapitel 4.2.6 beschriebenen
CHEF-Systems geméll Herstellerangaben durchgefiihrt (Gene Navigator® von Pharmacia
Biotech). Die Pulsbedingungen orientierten sich an Erfahrungswerten fritherer Studien, linear

ansteigende Pulszeiten von 1 s bis 18 s wihrend einer Gesamtlaufzeit von 20 Stunden bei
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200 V und +10°C wurden gewihlt. AnschlieBend wurde das Gel zur Darstellung der DNS-

Banden in Ethidiumbromid gefarbt und auf dem UV Transiluminator sichtbar gemacht.

Das Protokoll ist im Anhang H dargestellt.

Auswertung Da sich das Genom von Y. enterocolitca gegeniiber Spontanmutationen als
auferst stabil erwies und sich deshalb tiber Jahre hinweg nicht verdndern (NAJDENSKI et al.
1994), wurden bereits Restriktionsprofile die sich in nur einer DNS Bande voneinander unter-
schieden als nicht identisch betrachtet. Bei der Auswertung der Notl und Xhol-Profile wurden
nur Banden beriicksichtigt die groBer sind als 48.5 Kb, bei Restriktion mit Apal wurden

Fragmente ab einer Grofe von 97.0 Kb fiir die Auswertung herangezogen.
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6 Verwendetes Untersuchungsmaterial

Néhrmedien und Reagenzien, sowie Rezepte, Gerite und Laborbedarf, welche im Rahmen

dieser Arbeit verwendet wurden, sind im Anhang H aufgefiihrt.
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D  Ergebnisse

1 Isolierung von Yersinia Spezies aus Humanproben

Wihrend eines Zeitraumes von November 2001 bis Dezember 2002 konnten Yersinia Spezies

aus 61 Patienten isoliert werden.
1.1 Isolierungsrate und jahreszeitliche Verteilung

Im Jahr 2002 wurden insgesamt 22.835 Stuhlproben auf das Vorhandensein von pathogenen
Keimen untersucht. Yersinia Spezies konnte dabei in 50 Fillen isoliert werden, die Iso-

lierungsrate lag somit bei 0,21%.

Die prozentual hochsten Isolierungsraten waren in den Monaten Januar, Mai und November
festzustellen, die Isolierungsraten lagen in diesen Monaten iliber 0,3%. September und
Oktober waren die Monate mit den geringsten Isolierungserfolgen, hier lag die Isolierungsrate
unter 0,1%. Waihrend der warmen Jahreszeiten (Friihling und Sommer) wurden mehr
Yersinien isoliert, als wahrend der kalten Jahreszeiten im Herbst und Winter, insgesamt waren

saisonale Schwankungen jedoch eher gering (Abbildung 4).

Die Verteilung der einzelnen Yersinia Spezies- Funde iiber den gesamten Untersuchungs-

zeitraum 2002 ist in Tabelle 7 dargestellt.
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Tabelle 7: Anzahl und Verteilung von Yersinia Spezies im Jahr 2002

Monat Anzahl positiver Stimme /  Prozentuale
Untersuchte Stuhlproben Isolierungsrate
Januar 6/ 1891 0,32%
Februar 2/ 1725 0,12%
Marz 3/ 1681 0,18%
April 6/ 2018 0,29%
Mai 6/ 1581 0,38%
Juni 5/ 1745 0,28%
Juli 5/ 2431 0,21%
August 5/ 1821 0,28%
September 2/ 2066 0,10%
Oktober 2/ 2138 0,09%
November 6/ 1996 0,30%
Dezember 2/ 1742 0,11%

1.2 Ergebnisse der Speziescharakterisierung

Die insgesamt 61 Staimme von Yersinia Spezies wurden biochemisch differenziert, 58
Stamme (95%) konnten als Y. enterocolitica identifiziert werden. Ein Stamm konnte als Y.
frederiksenii (2%) identifiziert werden; bei zwei weiteren Simmen handelte es sich um Y.

bercovier!/Y. mollaretii (3%).

Im Jahr 2002 waren 48 der insgesamt 50 isolierten Stimme Y. enterocolitica (96%), Y.
frederiksenii und Y. bercovier/Y. mollaretii konnten jeweils einmal nachgewiesen werden und

machten somit 1% aller isolierten Stimme aus.

Die Y. enterocolitica-Staimme wurden mit Hilfe der Bio-und Serotypisierung néher unter-
sucht. Dabei konnten 54 Stdmme dem Bioserovar 4/0:3 zugeordnet werden, dieses
Bioserovar machte somit mit 93 % aller Stimme den groBten Anteil aus. Das Bioserovar
2/0:9 konnte nur zweimal isoliert werden (3 %). Fiir Biovar 1A, das ebenfalls zweimal

isoliert werden konnte (3 %), standen keine Testseren zur Serotypisierung zur Verfligung.

Im Jahr 2002 gehorten 44 der insgesamt 48 Stdmme von Y. enterocolitica dem Bioserovar

4/0:3 an (92%), das Bioserovar 2/0:9 und 1A konnten jeweils zweimal isoliert werden (4%)
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(Tabelle 8).

Tabelle 8: Yersinia enterocolitica-Stamme-Ergebnisse Bio-und Serotypisierung im Jahr 2002

Biovar Serovar Anzahl (%)
4 0:3 44 (92)
2 0:9 2 4)

1° 2 4)
Insgesamt 48 (100)

1.3 Demographische Verteilung

Der groBBere Anteil der an einer Yersiniose Erkrankten betraf Frauen (62%), wahrend Ménner
nur 38% der Erkrankungsfille ausmachten. In den Altersgruppen der 6-20jdhrigen, sowie der
21-50jahrigen war der Nachweis von Yersinien am hédufigsten und lag bei 32% und 30% aller
Erkrankten. Altere bzw. jiingere Personen erkrankten seltener, in diesen beiden Altersgruppen

lag die Erkrankungshdufigkeit jeweils bei 18% und 20% (Tabelle 9).

Tabelle 9: Alters- und Geschlechtsverteilung an Yersiniose erkrankter Personen

Alter

Geschlecht <6 (%) 620 (%)  21-50 (%)  >50 (%)

Minnlich 1 (%) 7 (14%) 9 (18% 2 (4%)
Weiblich 9 (18%) 9 (18%) 6 (12%) 7 (14%)

1.4  Symptomatik der Erkrankung

In der Mehrzahl der Fille (46%)wurde von den einsendenden Arzten eine Enteritis als Vor-
bericht angegeben, hdufig hatten die Erkrankten auch Symptome einer Gastroenteritis (18%).
Insgesamt wurden jedoch nur selten Angaben zur Symptomatik gemacht (siche dazu Tabelle
14 im Anhang H.)
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1.5  Isolierungsrate anderer, lebensmittelassoziierter Krankheitserreger

Neben Y. enterocolitica konnten folgende, andere pathogenen Keime isoliert werden, die
ebenfalls mit dem Verzehr von Lebensmitteln in Verbindung gebracht werden: Salmonella
Spezies 681 Stimme, (2,98% aller Proben), Campylobacter Spezies 805 Stamme (3,52%)
Shigella Spezies 16 Stimme (0,07% aller Proben). Im Vergleich dazu lag die Isolierungsrate
fiir Yersinia Spezies mit 0,21% an dritter Stelle (Tabelle 10). Die jahreszeitliche Verteilung
der Nachweise dieser Krankheitserreger ist aus Abbilung 4 ersichtlich. Fiir Salmonellen und

Campylobacter ist eine Hiufung positiver Befunde in den Sommermonaten festzustellen.

Tabelle 10: Isolierungsrate lebensmittelassoziierter Krankheitserreger 2002

Monat Salmonella Yersinia Campylobacter Shigella
Januar 41 6 49 0
Februar 35 2 29 2
Marz 30 3 46 0
April 28 6 51 4
Mai 27 6 74 0
Juni 83 5 145 1
Juli 40 5 37 2
August 134 5 123 0
September 92 2 66 4
Oktober 92 2 89 1
November 50 6 47 1
Dezember 29 2 49 1
Insgesamt 681 50 805 16
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Abbildung 4: Jahreszeitlicher Verlauf Lebensmittel assoziierter Infektionen beim Menschen
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2 Ergebnisse der PFGE

Insgesamt wurden 105 Stdmme von Yersinia Spezies mittels PFGE untersucht. Dabei wurden
Humanstimme mit den Nichthumanstimmen verglichen. Eine Ubersicht der verwendeten

Stamme sowie ihrer Charakterisierung findet sich in Tabelle 16 im Anhang H.

2.1  Charakterisierung von Yersinia enterocolitica des Bioserovars 4/0:3

2.1.1 Ergebnisse der Restriktion mit drei verschiedenen Enzymen

Die Mehrzahl der Stimme dieser Studie gehdrten dem Bioserovar 4/0:3 an. Insgesamt waren
es 84 Stamme (80 %). Jeder Stamm wurde parallel mit den Enzymen Nofl, Apal und Xhol
untersucht (Abbildungen S, 6 und 7).

Bei Restriktion dieser Stimme mit dem Enzym Notl konnten pro Stamm 13 bis 16 Banden
erzeugt werden, mit einer GroBenordnung zwischen 48.5 Kb und 388.0 Kb. 17 verschiedene
Pulstypen waren unterscheidbar, die Restriktionsmuster verschiedener Stamme waren sich
dabei sehr dhnlich und unterschieden sich in 1 Bande (N1 und N3) bis maximal 10 Banden

(N12 und N17).

Die Restriktion der Stimme mit dem Enzym Apal ergab pro Stamm eine Bandenanzahl von
10 bis 12 mit einer Grofe zwischen 97.0 Kb und 388 Kb. Hier konnten ebenfalls 17 ver-
schiedene Pulstypen unterschieden werden, auch mit diesem Enzym erzeugte Restriktions-
profile waren sich sehr dhnlich. Die Stimme unterschieden sich in voneinander in 2 (A16 und
A17) bis maximal 11 Banden (A8 und Al2). Vor allem die Banden im GroBenbereich
zwischen 242.5 Kb und 388 Kb waren bei 14 der insgesamt 17 Stimme nicht voneinander zu

unterscheiden.
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Wurde das Enzym Xhol angewandt, so konnten Banden mit einer Grofle zwischen 38.5 Kb
und 194.0 Kb erzeugt werden, abhéngig vom Stamm waren 7 bis 11 unterschiedliche Banden
erkennbar. Mit diesem Enzym konnten nur 11 verschiedene Pulstypen dargestellt werden,
diese Pulstypen unterschieden sich voneinander in 1 Bande (X1 und X2) bis hochstens 7

Banden (X3 und X8). Auch diese Restriktionsmuster waren sich somit sehr &hnlich.

N1
N2
N3
N4
N5
N6
N7
N8
N9
N10
N11
N12
N13
N14
N15
N16
N17

kb

388.0

339.5

291.9 —

242.3 —_—

194.0 S

l
11

Abbildung 5: Unterscheidbare Restriktionsprofile des Bioserovars 4/0:3 nach Verdau mit
Notl

65



D Ergebnisse

Kb
A1
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
A10
A11
A12
A13
A14
A15
A16
A17

291.9

242.3

194.0

Abbildung 6: Unterscheidbare Restriktionsprofile des Bioserovars 4/0:3 nach Verdau mit
Apal
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Abbildung 7: Unterscheidbare Restriktionsprofile des Bioserovars 4/0:3 nach Verdau mit

Xhol

67



D Ergebnisse

2.1.2 Unterscheidung von verschiedenen Genotypen

Durch Kombination der Pulstypen die mit den drei Enzymen Notl, Apal und Xhol erzeugt
worden waren, erhielt man 24 voneinander unterscheidbare Genotypen (Tabelle 11). Die ein-
zelnen Pulstypen waren dabei unterschiedlich hédufig in den verschiedenen Genotypen ver-
treten, so waren die Pulstypen N1, N4, N16, A1, A2 und X8 in zwei oder mehr Genotypen zu
finden. Auffallend oft war der Pulstyp X1 anzutreffen, er war in 12 der 24 unterscheidbaren

Genotypen vertreten.

Tabelle 11: Darstellung der verschiedenen Genotypen des Bioserovars 4/0:3 nach Restriktion

mit den Enzymen Nofl, Apal und Xhol

Pulstypen
Genotyp  Notl Apal Xhol
I N1 Al X1
I N1 A2 X1
I N1 A3 X3
v N1 A4 X4
A% N1 Al0 X5
VI N2 Al X1
VII N3 Al X1
Vi N4 A2 X1
IX N4 A9 X1
X N4 Al2 X7
XI N5 Al X1
Xl N6 All X1
XII N7 Al3 X9
XIv N8 A2 X1
XV N9 Al4 X6
XVI N10 A6 X2
XVII NI11 Al X1
XVII N12 Al X1
XIX N13 A7 X8
XX N14 A8 X8
XXI N15 AS X8
XXII N16 Al6 X11
XX N16 Al7 X10
XXIV N17 AlS5 X1
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2.2 Charakterisierung der iibrigen Yersinia Spezies und anderer Bioserovare von

Yersinia enterocolitica

21 weitere Stimme, die nicht dem Bioserovar 4/0:3 von Y. enterocolitica angehorten wurden
ebenfalls mit Hilfe der PFGE charakterisiert, das Enzym Notl kam daflir zum Einsatz
(Abbildung 8).

kb LL 1 2 345 6LL7 8 91011121314 15 16 LL

3395 -
291.0 -

2425 -

194.0 -

145.5 -

97.0 -

48.5 -

Abbildung 8: Verschiedene Restriktionsprofile nach Verdau mit Notl: 1: N4, 2-3:N1,
4-5: N4, 6: N2, 7: N3, 8: YFI1, 9: YII, 10-11: N1, 12-13: N16, 14: N9, 15: YR
und 16: N7.

Abhingig vom Erregerstamm konnten 10 bis 16 Banden mit einer GroBenordnung zwischen
48.5Kb und 388 Kb erzeugt werden. Bei Vergleich der verschiedenen Yersinia Spezies
konnten keinerlei identische Bandenmuster ausgemacht werden, die verschiedenen Spezies

unterschieden sich in mindestens 23 Banden voneinander (Abbildung 9). Auch Stimme die
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der gleichen Spezies angehorten zeigten ein sehr inhomogenes Bild, so wiesen die vier unter-
suchten Stimme von Y. enterocolitica des Bioserovars 1A Restriktionsprofile auf die sich in

13 bis 23 Banden unterschieden (1A1:1A2, bzw. 1A1:1A3).

n o o

© 9 9 T & 2 % s ¢

0 0 U D D uw @ @ IR Pz o e v oxoa
kBl ~ > > = > > > > > 5 5 5 5 5 > 5 > >
388.9
339p| — __ —_ —
291.Q e —_ e
242.§— N N
1949 — — - . —
145.5 _ — — —_—
_> I N —— — N — — —
97.0 — _ —
_’——_ _ — o — N —

Abbildung 9: Darstellung verschiedener Yersinia Spezies, sowie der Bioserovare 2/0:9,

3/0:3 und Biovar 1A von Yersinia enterocolitica, Restriktion mit Notl
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2.3  Vergleich der Genotypen von Humanstimmen mit Nichthumanstimmen

Die 84 Stamme des Bioserovars 4/0:3 setzten sich folgendermaflen zusammen: 29 Stdmme
waren aus humanen Stuhlproben isoliert worden, die restlichen 55 Stimme stammten
groftenteils aus Schweinefleisch, sowie aus Schlachtnebenprodukten, und waren am
Schlachthof, in fleischverarbeitenden Betrieben und in Metzgereien isoliert worden

(Tabelle 6).

Von den 24 unterscheidbaren Genotypen stellten sich zwei Genotypen, I und II, als do-

minierend heraus (Tabelle 12).

Tabelle 12: Verteilung der verschiedenen Genotypen des Bioserovars 4/0:3 unter humanen

und nichthumanen Stimmen

Anzahl der

Genotyp Humanstimme Nichthumanstimm
e

II 7
I
v 2

VI 1
VII
VI 2

XI

XII

XTI

X1V 4
XV

XVI 2
XVII

XVIII

XIX 1
XX

XXI

XXII 1
XXIII

XXIV

—_ e = Q) = = N = N = NN\

— NN W

—_ N
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Die Genotypen I und II waren bei 30 Stimmen zu finden, diese beiden Genotypen machten
somit mehr als ein Drittel (35,7%) aller getesteten Staimme aus. Genotyp I und II waren die
am hdufigsten isolierten Genotypen aus den humanen Stuhlproben, bei 44,8% der Proben
konnten sie festgestellt werden und auch bei den nichthumanen Stimmen waren diese beiden
Genotypen héufig; 17 Proben und somit 30,9% der nichthumanen Stimme gehorten einem

dieser beiden Genotypen an.

Genotyp I konnte sowohl aus unterschiedlichsten Organen am Schlachthof, aus Hackfleisch in
den fleischverarbeitenden Betrieben als auch von Schweineteilstiicken in der Metzgerei ge-
funden werden. Genotyp II war auf Organen im Schlachthof und in Hackfleisch der

Fleischereibetriebe zu finden, nicht aber in den Metzgereien (Tabelle 13).

Ebenfalls sehr hiufig und in 10 (11,9%) der untersuchten Proben anzutreffen war der Genotyp
IX. Dieser war vor allem in den nichthumanen Proben hdufig zu finden, die Nachweisrate lag
bei 18%, Stamme dieses Genotyps konnten am Schlachthof und in den Metzgereien isoliert
werden, nicht aber in den fleischverarbeitenden Betrieben. Immerhin 10,3% der

Humanstdmme gehorten diesem Genotyp an.

Seltener, namlich 3mal bis maximal 5mal konnten die Genotypen IV, VI, VIII, XII, XIV,
XVIII und XIX nachgewiesen werden. Fiinf dieser sieben Genotypen waren sowohl aus
humanen Stuhlproben als auch aus Schweineprodukten nachweisbar, sie machten zusammen
19 der insgesamt 84 Proben aus, daraus ergibt sich eine Nachweisrate fiir diese Genotypen
von 22,6%; die beiden anderen Genotypen (XII und XVIII) wurden beim Menschen nicht ge-
funden: Genotyp XII war ausschlieBlich in den fleischverarbeitenden Betrieben verbreitet,

Genotyp XVIII war nur aus Tonsillen und Féaces von Schweinen am Schlachthof isolierbar.

Die restlichen 14 Genotypen waren nur einmal bis maximal zweimal zu finden und machten
zusammen 22,6% aller untersuchten Stimme aus. Die beiden Genotypen XVI und XXII
waren dabei nur aus Humanproben darstellbar, alle weiteren Genotypen (III, V, VII, X, XI,
XIII, XV, XVII, XX, XXI, XXIII und XXIV) waren nur aus nichthumanen Proben zu iso-
lieren und stammten vom Schlachthof, aus den fleischverarbeitenden Betrieben oder aus den
Metzgereien. Ein gemeinsamer Genotyp, der sowohl in Humanproben, als auch in den

nichthumanen Proben vorkommt, fand sich hier nicht.
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Tabelle 13: Verteilung der verschiedenen Genotypen auf die nichthumanen Stimme

Schlachthof Flelschverqbeltender Metzgerei
Betrieb

GT Zu Hz Lu Zw Ni Le T/F Fleisch Sch F1 Org Umg

B
(98]

II 1
I 1
1\% 1 1

—_— N =
[\
[—
[\

VI 1 1
VII 1
VIII 1 1

XI 1

XII 3

X1 1
XIV 1

XV 1

XVI

XVII I 1

XVIII 3

XIX 1 1

XX 2

XXI 1

XXII

XXIIT 2
XIV 1

XXV

Summe 8 6 7 3 1 2 3 10 3 6 5 1

GT Genotyp Le Leber

Zu  Zunge T/F Tonsille/Féaces
Hz Herz Sch Schlachtkorper
Lu Lunge Fl Fleischteile
Zw  Zwerchfell Org Organe

Ni  Niere Umg  Umgebung

Zusammenfassend wurden 8 unterscheidbare Genotypen des Erregers Y. enterocolitica Bio-
serovar 4/0:3 gefunden, die sowohl aus Untersuchungsmaterial des Menschen als auch aus
Schweinematerial isoliert werden konnten, solche gemeinsamen Genotypen waren bei 70,2%
aller untersuchten Stdmme vorhanden. Bei 90% der untersuchten Humanstimme waren
Genotypen zu finden, die auch aus Schweinematerial isoliert werden konnten, zwei weitere

Genotypen waren dagegen in den Schweineproben nicht zu finden.
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Stdimme aus Schlachtproben vom Schwein waren nur zu 60% mit Humanstdmmen identisch,
solche gemeinsamen Genotypen fanden sich vor allem auf den inneren Organen des Schweins
(Zunge, Herz, Lunge, Niere, Leber) und auch auf dem Zwerchfell. Hier wurden fast zwei
Drittel aller gemeinsamen Stimme gefunden. Weitere gemeinsame Stimme waren aus
Schweinefleisch zu isolieren. Von den Schlachthofproben waren 58% aller Stimme mit den
Humanstimmen identisch, von den Stimmen aus den fleischverarbeitenden Betrieben und
Metzgereien hatten jeweils 21% mit den Humanstdmmen gemeinsame Genotypen. Daneben
existierten beim Schwein eine Reihe von weiteren Genotypen (14) die nicht aus menschlichen
Proben nachgewiesen werden konnten. Vor allem in den Metzgereien waren viele dieser

Genotypen vertreten, wenn sie auch nur vereinzelt isoliert werden konnten.
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1 Yersinia Spezies in humanen Stuhlproben
1.1 Beurteilung der Isolierungsergebnisse

Der kulturelle Nachweis von Yersinia Spezies gelang mit 50 Fillen im Jahr 2002 hiufig, Y.
enterocolitica konnte dabei in 48 Féllen diagnostiziert werden. Die Probenanzahl des unter-
suchten Labors diirfte etwa 6 % aller in Bayern untersuchter Proben ausmachen, damit ergéibe
sich bei Annnahme einer gleichen Isolierungsrate fiir das gesamte Bundesland Bayern eine
Zahl von 800 labordiagnostisch ermittelter Félle von Y. enterocolitica, die aufgrund der 2001
eingefiihrten Meldepflicht der zustdndigen Meldebehdrde mitgeteilt worden sein miissten.
Tatsédchlich wurden im Jahr 2002 jedoch nur 632 Félle von Y. enterocolitica in Bayern
gemeldet (ROBERT-KOCH-INSTITUT 2003), die veréffentlichte Meldezahl lag somit unter

der Zahl, die im Rahmen dieser Studie erarbeitet wurde.

Eine Ursache dafiir kdnnte sein, dass diesem Erreger in anderen Diagnostiklabors weniger
Aufmerksamkeit geschenkt wird und eine Erfassung von Y. enterocolitica in der Routine-
diagnostik nicht immer vorgesehen ist. Die angewandte Untersuchungsmethode nimmt auf3er-
dem Einfluss auf die Isolierungsrate und kann somit ebenfalls zu niedrigeren Meldezahlen
fiihren. So wird in manchen Labors statt eines Direktausstriches hédufig eine Kilte-
anreicherung der Stuhlprobe angewandt, die sich negativ auf die Nachweisrate pathogener
Yersinien auswirkt. In diesem Zusammenhang wire es deshalb wiinschenswert einen einheit-
lichen Untersuchungsgang in Form einer DIN-Norm festzulegen und damit Untersuchungs-
ergebnisse vergleichbar zu machen. Zudem finden nicht alle gemeldeten Félle in den Jahres-
statistiken Beriicksichtigung, sondern nur Félle mit einer vollstindigen Falldefinition. Ist von
einem Isolat beispielsweise nur der labordiagnostische Nachweis vorhanden, das klinische
Krankheitsbild aber unbekannt, so wird dieser Fall nicht in der Statistik beriicksichtigt. Die
Meldezahlen fallen somit niedriger aus als sie tatsdchlich sind. Im Jahr 2001 waren es
deutschlandweit immerhin 749 Fille die aufgrund einer fehlenden Falldefinition nicht in die
Statistik aufgenommen wurden. Andererseits wird dadurch vermieden, dass z.B. klinisch un-

auffillige Dauerauscheider, die ebenfalls vorkommen, die Statistik verfalschen.

Die tatsdchliche Inzidenz dieses Erregers wird mit Sicherheit unterschétzt, darauf weist die
hohe Seroprivalenz in der Bevolkerung hin. 43 % aller deutschen Blutspender haben Anti-

korper gegen Y. enterocolitica und haben sich somit schon einmal mit diesem Erreger aus-
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einandergesetzt (MAKI-IKOLA et al. 1997). Da die Erkrankung jedoch hiufig mit nur milden
Diarrhoen einhergeht, wird nur selten ein Arzt konsultiert, die Yersiniose wird somit nicht
statistisch erfasst. Moderne Nachweisverfahren, die auf molekularbiologischen Methoden
beruhen, kommen in der Routinediagnostik nicht zum Einsatz, dies diirfte ebenfalls ein Grund

sein fur die unterschitzte Nachweisrate.

1.2 Weitere Charakterisierung der Stimme

92% der gefundenen Stimme waren pathogene Bioserovare von Y. enterocolitica, apathogene
Yersinien wurden somit nur selten gefunden Dieses Ergebnis rechtfertigt das Vorgehen des
Labors, auf weitere Untersuchungen wie Biotypisierung und Pathogenitdtsnachweis zu
verzichten. Fiir die Routinediagnostik im humanmedizinischen Bereich ist eine biochemische
und anschlieBend serologische Bestidtigung verdichtiger Isolate absolut ausreichend, zumal
bereits der édrztliche Vorbericht ,,enterale Beschwerden®, die Reinkultur des Erregers nach der
Anzucht und das Vorliegen der Kolonien in hohen Keimzahlen (Direktkultur) auf die
Pathogenitét des Isolates hinweisen. Im Gegensatz dazu kann in der Lebensmitteldiagnostik
nicht auf eine weiterfilhrende Typisierung verzichtet werden um pathogene Stimme von den

hier weit verbreiteten apathogenen Umweltstimmen differenzieren zu kénnen.

Innerhalb der Spezies Y. enterocolitica wurde das Bioserovar 4/0:3 am haufigsten nach-
gewiesen (92%), das Bioserovar 2/0:9 wurde dagegen nur selten gefunden (4%). Das
ebenfalls in Deutschland verbreitete Bioserovar 2/0:5,27 konnte in dieser Arbeit nicht
diagnostiziert werden. Die Isolierungsrate flir 4/0:3 ist mit den aktuellen Zahlen des
ROBERT-KOCH-INSTITUTS (2002b) vergleichbar, diesem Bioserovar gehdrten im Jahr
2001 89,9% aller typisierten Stimme an. Die Nachweisrate fiir Bioserovar 2/0:9 lag hier mit
5,8% jedoch hoher, und auch das Bioserovar 2/0:5,27 wurde, wenn auch selten,
nachgewiesen (0,7%). Auch in anderen Studien war das Bioserovar 4/0O:3 den anderen
eindeutig iiberlegen, das Bioserovar 2/0:9 stand stets an zweiter Stelle (BOCKEMUHL et al.
1978, WUTHE et al. 1982, STOLL 1988, ALEKSIC und BOCKEMUHL 1996). Fiir das
Bioserovar 2/0:9 wirkt sich eine Kélteanreicherung forderlich aus (WUTHE et al. 1982), die
im untersuchten Labor nicht zur Anwendung kam und die geringe Isolierungsrate dieses
Bioserovars erkldaren konnte. Dass das Bioserovar 2/0:5,27 nicht nachgewiesen werden
konnte, kann mit der geringen Zahl untersuchter Proben zusammenhingen Die statistische

Wabhrscheinlichkeit dieses Bioservar zu finden nimmt mit steigender Probenzahl zu.
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1.3  Saisonale und demographische Abhiéingigkeiten der Isolierungsrate

Auch wenn die Isolierungsraten wéhrend der einzelnen Monate unterschiedlich waren, so
konnten dennoch keine groflen saisonale Schwankungen festgestellt werden, zu gleichen Er-
gebnissen fiihrte auch die fiir 2001 erhobene Jahresstatistik fiir Gesamtdeutschland
(ROBERT-KOCH-INSTITUT 2002b).

KIESEWALTER (1992) hingegen, der Keimstatistiken aus der ehemaligen DDR wéhrend
eines Zeitraumes von 1978-1989 auswertete, konnte eine jahreszeitliche Haufung positiver
Yersinia-Funde in den Monaten September bis Januar feststellen. Auch in Belgien wurde eine
saisonale Abhdngigkeit der Isolierungsrate festgestellt, so war diese wiahrend der kilteren
Jahreszeit stets hoher (VERHAEGEN et al. 1998). NEUBAUER et al. (2001c¢) flihren diese
Saisonabhéngigkeit auf eine haltungsbedingte erhdhte Erregerausscheidung durch resistenz-
geminderte Schlachtschweine zuriick, ansteigende Yersiniosezahlen in den Wintermonaten
sind somit eine Folgeerscheinung der erhohten Ausscheidungsrate durch das Reservoirtier.
Gleichbleibende Isolierungsraten konnten Ausdruck einer bereits stattgefundenen Bestands-

durchseuchung sein.

In dieser Studie waren vor allem die Altersgruppe der 6-50jdhrigen von einer Yersiniose be-
troffen, damit fallt der Beginn steigender Erkrankungszahlen mit dem Einschulungsalter zu-
sammen. Viele Kinder nehmen ab diesem Alter hdaufiger Mahlzeiten auler Haus ein, wie bei-
spielsweise die Schulverpflegung. Die Altersgruppe der 21-50jdhrigen betrifft die Alters-
gruppe, die im Berufsleben steht. Auch hier ist es iiblich seine Mahlzeiten aufler Haus einzu-
nehmen, auch diese Altersgruppe ist damit einem hoéheren Risiko ausgesetzt an Lebens-
mittelinfektionen zu erkranken, wenn hygienische Grundregeln vernachldssigt werden

Bisher stellte sich die Yersiniose stets als eine typische Erkrankung von Kleinkindern bis
sechs Jahre dar (KIESEWALTER 1992, HOOGKAMP-KORSTANJE und STOLK-
ENGELAAR 1995, ROBERT-KOCH-INSTITUTES 2002b). Dass sich im Rahmen dieser

Studie eine ganz andere Altersverteilung ergibt konnte abschlieBend nicht geklédrt werden.
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14 Symptomatik der Erkrankung

Enteritis war in dieser Studie das Leitsymptom einer Yersiniose, diese Festellung stimmt mit
anderen Studien iiberein (KIESEWALTER et al. 1992, BURNENS et al. 1996),
KIESEWALTER et al. (1992) konnten zudem angindse Infekte als ein héaufiges
Krankheitsbild ausmachen. Dass angindse Infekte hier nicht in den drztlichen Vorberichten
erwdhnt wurden macht deutlich dass dieses Krankheitsbild nicht mit der Entritis in
Zusammenhang gebracht worden war und somit Y. enterocolitica immer noch viel zu selten in
differentialdiagnostische Uberlegungen mit einbezogen wird. So wurde auch bei keinen der
an Enteritis erkrankten Patienten ein gezielter Verdacht auf eine Yersiniose angegeben.

Gemal Literaturangaben geht eine Yersiniose meist mit milden, selbst limitierten Durchfillen
einher, die Tatsache dass die hier untersuchten Patienten einen Arzt aufgesucht hatten, der
eine bakteriologische Untersuchung veranlasste weist jedoch darauf hin, dass eine schwerere

oder langere andauernde Erkrankung vorgelegen haben muss.

1.5  Andere Infektionserreger

Bei Vergleich der Isolierungsrate von Y. enterocolitica in der vorliegenden Studie mit
derjeniger anderer Infektionserreger, die ebenfalls als sogenannte ,,food borne pathogens*
eine Rolle spielen, lag Y. enterocolitica an dritter Stelle. Dies stimmt mit den aktuellen Zahlen
des ROBERT-KOCH-INSTituts iiberein (2003). Auch die in dieser Untersuchung be-
obachtete Hidufung von positiven Salmonella- und Campylobacter- Funden in den Sommer-
monaten ist in der Literatur beschrieben (KIESEWALTER 1992) und héngt mit der optimalen
Vermehrungstemperatur dieser Erreger zusammen. Auffallend ist jedoch die Tatsache, dass
Campylobacter in diesen Untersuchungen die hochsten Isolierungsraten aufwies, dieser Er-
reger nahm sonst stets Platz zwei hinter den Salmonellen ein. Dies konnte damit zusammen-
hingen, dass die Zahlen an Salmonellose Erkrankter seit 1992 riickldufig sind (ROBERT-
KOCH-INSTITUT 2002) wozu staatlich reglementierte Bekdmpfungsprogramme auf allen
Ebenen der Lebensmittel-produktion und -vermarktung mit Sicherheit beigetragen haben.
Dem Erreger Campylobacter wird hingegen im Hygienemonitoring immer noch zu wenig

Beachtung geschenkt.
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2 Charakterisierung von Yersinien mittels Pulsfeldgelelektrophorese

2.1 Bewertung der Methode

Die PFGE erwies sich als eine hervorragende Methode um das Bioserovar 4/0:3 eindeutig
von anderen Yersinia Spezies zu unterscheiden. Wihrend sich die Restriktionsmuster von
Stimmen dieses Bioserovars untereinander sehr dhnlich waren, wiesen andere Yersinia
Spezies eine Vielzahl von abweichenden Banden auf und waren auch untereinander deutlich
divergierend. Die PFGE kann zwar eine kulturelle Identifizierung nicht ersetzen, da der Er-
reger in Reinkultur vorliegen muss und zudem die Spezieszugehorigkeit zunédchst bestétigt
werden muss. Die erzeugten Restriktionsprofile kdnnen aber dennoch einen Anhaltspunkt
dafiir geben, ob Ergebnisse plausibel sind oder ob eine Kontamination mit Fremdkeimen

stattgefunden haben muss.

Als eine Alternative zur Bio- und Serotypisierung des Bioserovars 4/0:3 ist die PFGE
durchaus verwendbar, da dieses Bioserovar stets sehr dhnliche Restriktionsmuster erzeugte.
Inwieweit diese Aussage auch auf andere Bioserovare von Y. enterocolitica zutrifft, kann auf-

grund zu wenig untersuchter Staimme nicht gekléart werden.

Das Vorhandensein eines Virulenzplasmids wurde in dieser Studie nicht untersucht, gemif3

FREDRIKSSON-AHOMAA et al. (2001b) ist dieses als 40 Kb grofle Bande darstellbar, die
nur bei pathogenen Vertretern nachgewiesen werden kann und somit einen
Pathogenitdtsnachweis ersetzt. Die geringen genetischen Variationen innerhalb des
pathogenen Bioserovars 4/0:3 waren jedoch ebenfalls ein Hinweis dafiir, dass es sich um
genetisch eng verwandte Stimme handeln muss, die im Laufe der Zeit aufgrund zufalliger
Mutationen entstanden sind. Im Gegensatz dazu zeigten Umweltstimme oder Stdmme ohne

klinische Relevanz untereinander groBere genetische Diskrepanzen.
Als Alternative fiir die Bio- Serotypisierung, sowie flir den Pathogenitdtsnachweis erwies sich

die PFGE somit als geeignet, der Einsatz eines einzigen Restriktionsenzyms ist dafiir vollig

ausreichend.
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2.2 Bewertung der verschiedenen Restriktionsenzyme

Sehr &dhnliche Restriktionsmuster erschwerten die Interpretation der Ergebnisse, da die
Banden zum Teil sehr nahe beieinander lagen. Dies galt insbesondere nach Restriktion der
Stimme mit dem Enzym Apal. Das Enzym Notl erwies sich fiir die Diskriminierung ver-
schiedener Bioserovare und verschiedener Yersinia Spezies als hervorragend geeignet. Auch

fiir die Charakterisierung weiterer Yersinia Spezies war dieses Enzym gut geeignet.

Zur Diskriminierung innerhalb des Bioserovars 4/0:3 sollten mehrere Enzyme parallel zum
Einsatz kommen (FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001b). Zwei der in dieser Arbeit
verwendeten Enzyme, ndmlich Nofl und A4pal, stellten sich als gleichwertig heraus. Mit
beiden konnten gleich viele Pulstypen (17) produziert werden. Durch den parallelen Einsatz
beider Enzyme konnte die Diskriminierung innerhalb des Bioserovars 4/0:3 um fast 30%
erhoht werden. Die Kombination der mit diesen Enzymen erzeugten Pulstypen ergab 24
verschiedene Genotypen. Ein drittes Enzyms, Xhol, erwies sich als weniger geeignet.
Weniger Pulstypen (11) konnten erzeugt werden und dieses Enzym trug auch nicht dazu bei,

weitere, noch nicht bekannte Genotypen festzustellen.

Die PFGE wurde bereits haufig zur weiteren Charakterisierung von Y. enterocolitica des Bio-
serovars 4/0:3 angewandt (BUCHRIESER et al. 1994a, NAJDENSKI et al. 1994, ASPLUND
et al. 1998, BEE 2000, FILETICI et al. 2000, FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001a). Es
wurden jedoch eine Vielzahl verschiedener Reagenzien angewandt und auch die Protokolle
und Pulsbedingungen waren nicht einheitlich. Daraus resultieren Ergebnisse, die nicht mit-
einander vergleichbar sind. Auch die Namensgebung der verschiedenen Pulstypen wird sehr
unterschiedlich gehandhabt. SWAMINATHAN et al. (2001) schldgt deshalb eine
standardisierte Nomenklatur in Form eines zehnstelligen Codes vor. Dieser soll den Namen

des Pathogens, das verwendete Restriktionsenzym und den Pulstyp beinhalten.
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2.3 Vergleichbarkeit der Genotypen von Mensch und Schwein

2.3.1 Gemeinsame Genotypen

Gemeinsame dominierende Genotypen (I und II) waren bereits ein erster Hinweis dafiir, dass
ein Zusammenhang zwischen den Humanstdmmen und den Stdmmen von Schweinproben
vorhanden sein muss. Diese Genotypen waren zahlenméfig den anderen Pulstypen {iberlegen
und zudem weit verbreitet. Auch in fritheren Studien waren bereits dominierende Pulstypen
aufgefallen (FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001b). Auffallend war jedoch, dass der weit
verbreitete Genotyp I zwar in den fleischverarbeitenden Betrieben, am Schlachthof und in
Humanproben zu finden war, nicht aber in den Metzgereien. Ein Grund dafiir konnte sein,
dass aus den Metzgereien eine Vielzahl verschiedener Genotypen isoliert werden konnten,

welche die Wiederfindung des Genotyps I erschwerten.

Die Genotypen fast aller Humanstimme (90%) von Y. enterocolitica Bioserovar 4/0:3
konnten auch aus den Proben von Schweinefleisch und Schlachtnebenprodukten isoliert
werden. Diese Feststellung erlaubt den Riickschluss, dass Schweinefleisch und
Schlachtnebenprodukte eine wichtige Infektionsquelle fiir den Menschen darstellen miissen.
Verschiedene Ubertragungswege sind mdglich. Am effektivsten ist wohl eine Infektion iiber
rohes, oder nicht durchgegartes Schweinefleisch. Auch wenn primir nur die Tonsillen des
Schweines mit pathogenen Yersinien besiedelt sind, kommt es wihrend des
Schlachtprozesses zu einer Erregerstreuung auf simtliche innere Organe. Begiinstigt wird dies
dadurch, dass am Miinchner Schlachthof das Geschlinge (Zunge, Tonsillen, Trachea,
Oesophagus, Lunge, Herz, Zwerchfell und Leber) en bloc entnommen wird. Dies erklart,
warum in dieser Arbeit vor allem aus den inneren Organen sehr hdufig Stimme isoliert
werden konnten, die mit den Humanstimmen identisch waren. Da die meisten untersuchten
Organe aus dem Schlachthof stammten, war gerade hier die Isolierungsrate fiir identische

Stimme am hochsten (58% aller gemeinsamen Stdmme).

Nach dem Entfernen des Geschlinges konnen immer noch Reste der Tonsillen am Kopf
verbleiben. Da bei der Schweineschlachtung der Kopf am Tier verbleibt ist eine sekundére
Kontamination des Schlachttierkérpers moglich. Durch manuelle Manipulationen wéhrend
der Fleischuntersuchung besteht zudem die Gefahr, dass Reste der Tonsillen mit Messern,

Hianden oder Schutzkleidung in Beriihrung kommen. Eine weitere Verschleppung des Er-
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regers ist somit unvermeidbar, vor allem dann, wenn hygienische Grundregeln vernachldssigt
werden (NESBAKKEN 1988). Auch Schweinekot stellt, wenn auch seltener, eine
Kontaminationsquelle fiir den Schlachttierkorper dar, wenn die Messer des Schlachtpersonals
nach dem Umschneiden des Anus und der Entnahme des Darmes mit dem Schlachttierkorper

in Beriihrung kommen.

Hat eine Kontamination der Schweineschlachtkorpers stattgefunden, kann sich das Bakterium
auch in gekiihltem Fleisch vermehren. Trotz Einhaltung der Kiihlkette und minimaler Aus-
gangsbelastung konnen so hohe Keimzahlen erreicht werden, die als Infektionsdosis aus-
reichend sind (ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990). Deshalb war es nicht verwunderlich,
dass in dieser Studie auch in den fleischverarbeitenden Betrieben und auf Einzelhandelsebene
Erregerstimme isoliert werden konnten, die mit den Humanstimmen identisch waren. Die

Isolierungsrate fiir identische Stamme lag hier jeweils bei 21%.

Gelangt kontaminiertes Schweinefleisch in den Haushalt, so ist nicht nur der rohe Verzehr
dieses Fleisches gefihrlich. Wéhrend der Zubereitung besteht zudem die Gefahr der Kreuz-
kontamination anderer, bereits verzehrsfertiger Speisen. Werden zwischen den einzelnen
Arbeitsschritten die Hande nicht gewaschen, oder Arbeitsmaterial wie Bretter oder Messer

nicht gewechselt, so ist das Risiko einer Keimverschleppung hoch.

Haufig wird rohes Schweinefleisch oder innere Organe wie Leber und Herz an Hunde und
Katzen verfiittert, diese Tiere stellen dann ebenfalls eine Infektionsquelle fiir den Menschen
dar. Auch wenn das Haustier selbst nicht erkrankt, werden pathogene Yersinien mit der Féces
ausgeschieden. Gerade Kinder mit engen Kontakt zu diesen Hautieren werden dadurch ge-

fahrdet (FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001c).

2.3.2 Nicht gemeinsame Genotypen

Zwei weitere Genotypen konnten aus den Humanproben isoliert werden, die bei den
Schweineproben nicht aufzufinden waren. Ihre Isolierungsrate war jedoch mit 10% aller

Humanproben gering.

Hierbei konnte der unterschiedliche Untersuchungszeitraum der Humanproben und Nicht-

humanproben eine Rolle spielen. Gema3 TENOVER et al. (1995) miissen die verdichtigte In-
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fektionsquelle und der Erkrankte bei einem Krankheitsausbruch in einem geographischen und
zeitlichen Zusammenhang stehen. Im Rahmen dieser Arbeit war ein geographischer Zu-
sammenhang gegeben. Sowohl die Schweineproben als auch die Humanproben stammen aus
dem Bundesland Bayern. Ein zeitlicher Zusammenhang war jedoch nicht gegeben. Dieser
kann auch insofern vernachldssigt werden, da das Genom von Stimmen der Spezies Y.
enterocolitica zu einem hohen Maf} stabil ist und liber Jahre hinweg von Mutationen un-
beeinflusst bleibt (BUCHRIESER et al. 1994a). Es konnte aber auch sein, dass fiir diese
Genotypen eine weitere, bisher unbekannte Infektionsquelle besteht, und diese Genotypen
beim Schwein iiberhaupt nicht verbreitet sind. Denkbar wire auch, dass es Genotypen gibt,
die nur auf den Menschen adaptiert sind. Diese wiirden dann nur zwischenmenschlich
iibertragen werden, z.B. in Form von Schmierinfektionen oder Bluttransfusionen. Eine
weitere Moglichkeit wire, dass diese Genotypen einen anderen Verbreitungsgrad haben und
die betroffenen Personen sich wihrend einer Reise damit infiziert haben. Diese These wird
gestiitzt durch die Beobachtung, dass in verschiedenen Regionen unterschiedliche Pulstypen

anzutreffen sind.

Beim Schwein existierten eine Reihe von weiteren Genotypen (14), die nicht aus
menschlichen Proben nachgewiesen werden konnten. Die Isolierungsrate fiir diese Genotypen
war mit 40% aller Schweineproben hoch, die verschiedenen Genotypen konnten jedoch
maximal dreimal isoliert werden. Dies konnte einmal zur Ursache haben, dass diese
Genotypen generell nur beim Schwein vorkommen, die genetische Variabilitit bei diesem
Tier also hoher ist als beim Menschen. Da Schweine selten an einer Yersiniose erkranken,
sondern meist nur symptomlose Ausscheider sind, wére auch denkbar dass diese Genotypen
eine geringere Virulenz besitzen. Somit wiirden erst hohe Infektionsdosen zu einer
Erkrankung des Menschen fiihren. Es konnte aber auch sein, dass zu wenige Humanproben

untersucht wurden, um diese, nur vereinzelt vorkommenden Genotypen zu isolieren.

Vor allem in den Metzgereien waren viele dieser Genotypen zu finden (7). Eine Ursache hier-
fiir konnte sein, dass auf Einzelhandelsebene Schweineprodukte aus zahlreichen Schlacht-
hofen aufeinandertreffen. Da jeder Schlachthof eigene Genotypen aufweist, kommt es hier zu

einer Durchmischung zahlreicher Genotypen.

Auch Tonsillen und Fiaces vom Schweineschlachthof wurden im Rahmen dieser Studie

typisiert. Diese Genotypen waren in keinen der anderen Proben zu finden. Die Probenzahl
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war jedoch zu gering (3), um Riickschliisse ableiten zu kdnnen. Im allgemeinen sind
Yersinien jedoch auf den Tonsillen und in der Féces von Schweinen weit verbreitet und auch
die genetische Variabilitét ist hier hoch (FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001b). Erst hohe

Probenzahlen fiihren zu Isolierungserfolgen dieser Genotypen aus Schweineprodukten.

Humanstdmme und Nichthumanstdmme von Y. enterocolitica wurden bisher nur selten mit
Hilfe der PFGE verglichen. Eine vergleichbare Studie filhrte FREDRIKSSON-AHOMAA et
al. (2001b) in Finnland an 212 Humanstimmen und 327 Nichthumanstimmen vom Schwein
durch. Die Schweineproben stammten auch hier von Schlachthéfen und aus Metzgereien.
80% der finnischen Humanstimme hatten identische Genotypen mit den Stimmen, die aus
Schweinen isoliert worden waren. Auch hier handelte es sich vor allem um Genotypen die auf
den inneren Organen der Schweine (Zunge, Leber, Nieren und Herzen) gefunden worden
waren. Diese Ergebnisse sind trotz der hoheren Probenzahl mit den Ergebnissen dieser Studie

(90% der deutschen Humanstdmme waren identisch) vergleichbar.
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3 Priventivmassnahmen zum gesundheitlichen Verbraucherschutz

Mit Hilfe dieser Arbeit konnte das Schwein eindeutig als wichtige Infektionsquelle fiir die
menschliche Yersiniose identifiziert werden. Es miissen nun als Konsequenz MafBnahmen
ergriffen werden die eine weitere Ausbreitung dieses Erregers einddmmen, um gesundheitlich
unbedenkliche Lebensmittel erzeugen zu konnen. Damit muss bereits auf Tierbestandsebene
begonnen werden. Bestandssanierungen dhnlich der Salmonellenbekdmpfung wéren auch hier
denkbar und kdnnten umgesetzt werden durch die Schaffung von Y. enterocolitica freien Be-
stinden. Separierung von Neuzugingen, regelméfige Kontrolluntersuchungen sowie

DesinfektionsmaBBnahmen wéren in diesem Zusammenhang zu nennen.

Die einzelnen Verfahrensschritte wihrend der Schweineschlachtung werden mafBigeblich fiir
die breite Erregerstreuung verantwortlich gemacht. Die folgenden Verbesserungsvorschlige
im Ablauf der Schlachtung wurden von BUCHER (2002) vorgeschlagen. Tonsillen sollten
vom Geschlinge und vom Schlachtkorper entfernt werden, um die Keimverschleppung
einzuddmmen. Diese MaBBnahme wird von der bestehenden Fleischhygieneverordnung bereits
gefordert, wird aber am Miinchner Schlachthof nur unzureichend umgesetzt. Im Rahmen der
Bearbeitung des Schlachttierkérpers und der librigen Schlachtprodukte ist auf eine strikte
Einhaltung der allgemeinen Hygiene zu achten, um eine Ubertragung des Erregers durch die
Geritschaften zu vermeiden. Schon alleine durch einen Messerwechsel und die Reinigung der
Hénde zwischen den einzelnen Tieren kann eine Keimverschleppung wirkungsvoll
verhindern. In diesem Zusammenhang muss auch das Hygienebewusstsein des Personals
verbessert werden. Der Anschnitt des Mandibularlymphknotens, wie es nach derzeitigen
Bestimmungen vorgeschrieben ist, sollte iiberdacht werden. Zumindest sollte das
Anschneiden dieses Lymphknotens als separater Arbeitsschritt durchgefiihrt werden um eine

nachfolgende Erregerstreuung mit dem kontaminierten Messer zu vermeiden.

Eine weitere Moglichkeit zur Eindimmung der Kontamination ist das frithzeitige Absetzen
des Kopfes vor dem Beginn der Ausschlachtung. Durch den reduzierten Kontakt mit den stark
kontaminierten Tonsillen kann somit eine Kontamination des Schlachtkérpers und der
Innereien vermieden werden (CHRISTENSEN 1987). Auch iiber die Schweinefiaces kann der
Schlachtkdrper mit pathogenen Yersinien kontaminiert werden (ANDERSEN 1988). Dies
geschieht wihrend des Umschneidens des Anus und der Entnahme des Darms, wenn die

Messer des Schlachtpersonals nicht regelmafig gereinigt werden. Wird das Rektum mit einem
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Plastikbeutel verschlossen, fiihrt dies zu einer deutlichen Kontaminationsminderung der

Schlachttierhélften.

In Belgien konnte durch Verdnderungen im Schlachtablauf die Inzidenz der menschlichen
Yersiniose innerhalb eines Zeitraumes von zehn Jahren halbiert werden. Der Verzicht auf die
Verwendung von Kaumuskulatur (Masseter) bei der Hackfleischherstellung trug dazu
wesentlich bei. An diesem Material waren hdufig Tonsillenreste anhaftend, die dann das

Hackfleisch mit pathogenen Yersinien kontaminierte (TAUXE et al. 1987).

Um Lebensmittelinfektionen erfolgreich vorzubeugen ist auch eine ausreichende Aufkldrung
des Verbrauchers notwendig. Sie kann durch Verbraucherverbinde, durch die amtliche
Lebensmitteliiberwachung, durch wissenschaftliche Organisationen aber auch durch die
Lebensmittelwirtschaft selbst erfolgen. Wichtig ist, dass sachdienliche Informationen ohne
Panikmache den Kenntnisstand von Verbrauchern hinsichtlich des Vorkommens von
Lebensmittelinfektionen nachhaltig verbessern. Das Einhalten der Kiihlkette, eine Schéarfung
des Bewusstseins {iber mogliche mikrobiologische Kreuzkontaminationen von Speisen im
Haushalt, der Verzicht auf Verzehr von rohem oder nicht durchgegartem Fleisch, sowie das
Einhalten von Lagerzeiten sind dabei zu bedenken. Die Vermittlung eines
Problembewusstseins fiir die Gesundheitsrisiken durch psychrotrophe pathogene Keime, die
sich auch bei Kiihlschranktemperaturen noch vermehren konnen, muss ebenfalls

vorangetrieben werden.

Auch der Tierarzt kann zur Aufklarung beitragen. Tierbesitzer sollten nachdriicklich darauf
hingewiesen werden, auf das Verfiittern von Schweinefleisch in roher oder nicht durch-
gegarter Form zu verzichten. Auch der Gesichtspunkt des eigenen Gesundheitsrisikos das von

an Yersiniose erkrankten Tieren ausgeht, sollte dabei nicht auBer Acht gelassen werden.
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F  Zusammenfassung

Im ersten Teil dieser Studie wurden wéhrend eines Zeitraumes von November 2001 bis
Dezember 2002 Yersinia Spezies aus Stuhlproben an Enteritis erkrankter Patienten isoliert
und aufbewahrt. Dies geschah im Rahmen der Routinediagnostik eines humanmedizinischen
Labors, die Proben stammten aus ganz Bayern, schwerpunktmifig jedoch aus dem Grof3raum
Miinchen. Die Stuhlproben wurden dafiir im Direktausstrich auf dem Yersinia selektiven
Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin-Néhrboden (CIN) fiir 24 h bei 37°C kultiviert. Eine einzelne
verddchtige Kolonie wurden nach Subkultivierung mittels im Handel befindlicher bio-
chemischer Miniatursysteme (Enterotube™) und Testseren biochemisch und serologisch

bestitigt. Zur ndheren Charakterisierung der Stimme schloss sich die Biotypisierung an.

Insgesamt konnten 61 Stimme von Yersinia Spezies aus 61 Patienten von November 2001 bis
Dezember 2002 isoliert werden. 58 (95%) der Stimme waren Y. enterocolitica, 54 Stimme
davon (93%) gehdrten dem pathogenen Bioserovar 4/0:3 an, 2 Stamme (3%) dem ebenfalls
pathogenen Bioserovar 2/0:9. Zwei weitere Stimme waren dem nicht-pathogenen Biovar 1A

zuzuordnen.

Im Jahr 2002 konnte Yersinia aus 50 (0,21%) von insgesamt 22.835 untersuchter Stuhlproben
isoliert werden. Y. enterocolitica war dabei in 48 (96%) der Félle nachweisbar, das Bioserovar
4/0:3 machte 44 (92%) der Stimme aus. Das Bioserovar 2/0:9 konnte zweimal (4%) isoliert
werden. Yersinien konnten in allen Altersgruppen nachgewiesen werden, eine jahreszeitliche
Abhingigkeit der Erregerisolierung konnte nicht festgestellt werden. Im Vergleich mit
anderen Erregern lebensmittelbedingter Enteritiden war Yersinia Spezies an dritter Stelle nach
Campylobacter und Salmonellen, die in 805 (3,52%) und 681 (2,98%) der Stuhlproben nach-

weisbar waren.

Im zweiten Teil dieser Studie wurden 36 Humanstimme und 69 Nichthumanstimme von
Yersinia mit Hilfe der PFGE charakterisiert. Die Humanstimme waren dabei wéhrend eines
Zeitraumes von November 2001 bis Juni 2002 isoliert worden. Die nichthumanen Stimme
waren zwischen 1999 und 2002 gesammelt worden, die Mehrzahl dieser Stamme (62/69)
waren porcinen Ursprungs. Insgesamt konnten aus den 105 Stdmmen bei paralleler An-
wendung der Restriktionsenzyme Nofl, Apal und Xhol 41 verschiedene Genotypen erzeugt

werden, die Unterscheidung verschiedener Yersinia Spezies war anhand von eindeutig von-
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einander abweichender Bandenmuster moglich. Die 84 Stimme des Bioserovars 4/0:3
ergaben nach Restriktion mit allen drei Enzymen 24 unterscheidbare Genotypen. Zwei
Genotypen (I und II) waren dabei dominierend und konnten sowohl aus Humanstimmen, als
auch aus Nichthumanstimmen am héufigsten isoliert werden. Die Genotypen fast aller
Humanstdmme (90%) waren identisch mit denjenigen der nichthumanen Stimme, die 26
identischen Humanstdmme gehorten dabei 8 verschiedenen Genotypen an. Die nichthumanen
Stamme waren porcinen Ursprungs und vom Schlachttierkérper, den Innereien und von

Schweinefleisch isoliert worden.

Anhand der Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass Y. enterocolitica hiaufig als
Enteritiserreger des Menschen in Bayern eine Rolle spielt. Das am weitesten verbreite Bio-
serovar ist dabei 4/0:3, das einzige Bioserovar das auch aus Schweinen in Siidbayern isoliert
werden konnte. Schweinefleisch sowie essbare Innereien erwiesen sich dabei als eine
wichtige Infektionsquelle fiir die Yersiniose des Menschen. Die PFGE mit dem Enzym Notl
erwies sich als ein geeignetes Werkzeug um Yersinia Spezies ndher zu charakterisieren, durch
den parallelen Einsatz der Enzyme Nofl, Apal und Xhol war eine weitere Diskriminierung

innerhalb des Bioserovars 4/0:3 mdglich.
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G Summary

Human Yersiniosis in Munich area and pork and by-products as possible

infection source

Yersinia enterocolitica of bioserovar 4/0:3 is the most common pathogenic type found in pigs
and pork including edible offal in Southern Germany. Limited epidemiological data is
available of human Y. enterocolitica infections in Bayern. The sources and transmission
routes of yersiniosis are not clear. This work was conducted to get more information on the

epidemiology in Munich area.

In the first part of this work, the human strains were isolated from faecal samples of patients
with diarrhoea during the period from November 2001 to December 2002. Yersinia was
isolated from the faeces using direct culturing on selective CIN agar plates. One typical
colony per sample was identified using Enterotube™. All Yersinia strains were bio- and
serotyped. In all, 61 Yersinia strains were isolated from 61 patients. Fifty-eight (95%) strains
were identified as Y. enterocolitica of which 54 (93%) were belonging to pathogenic
bieserovar 4/0:3, two (3%) strains to pathogenic bioserovar 2/0:9 and two to non-pathogenic
biovar 1A. In 2002, Yersinia was found from 50 (0,21%) patients when 22.835 faeces samples
were studied. Y. enterocolitica was identified in 48 (96%) cases. The bioserovar 4/0:3 was
found in 44 (92%) patients and bioserovar 2/0:9 in two (4%) patient. Y. enterocolitica was
found in all age groups and 60% of the patients were females. No seasonal variation was seen.
Yersinia was the third most common bacterial pathogen after Campylobacter found in 805

(3,52%) taecal samples and Salmonella found in 681 (2,98%) samples.

In the second part of this work, 36 human and 69 non-human Yersinia strains were
characterised with PFGE. The human strains were isolated during the period from November
2001 to June 2002. The non-human strains were isolated between 1999 and 2002. Most
(62/69) of these strains were from porcine origin. In total, 41 genotypes were obtained when
the 105 strains were characterised with PFGE using Nofl, Apal and Xhol enzymes. The
Yersinia spp. could easily be distinguished from each other with Nofl enzyme. Twenty-four
genotypes were obtained when the 84 strains belonging to bioserovar 4/0:3 was characterised
with all three enzymes. Most (90%) of the human strains were indistinguishable from the non-
human strains. These 26 indistinguishable human strains were belonging to 8 genotypes. The

non-human strains were from porcine sources and isolated from carcasses, offal and pork.
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G Summary

These results demonstrate that Y. enterocolitica is frequently isolated from patients with
diarrhoea in Munich area. The most common type in humans is the bioserovar 4/0O:3, which is
so far the only pathogenic type found in pigs in Southern Germany. PFGE with Notl enzyme
was useful tool to identify Yersinia spp. Using Notl, Apal and Xhol enzymes, the strains of
bioserovar 4/0O:3 could efficiently be subtyped. A major infection source of human yersiniosis

was revealed to be pork and edible offal.
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Anhang

PFGE-Protokoll

1.Tag: Anziichten der Kolonien auf TSA Agar
TSA Platten im 50°C Brutschrank vortrocknen

Kiigelchen mit Stichose aus der Mikrobank entnehmen
Auf TSA Platte verbringen und mit steriler Ose einen 3Osenausstrich anfertigen

Bebriiten der Platten bei 30°C ON

2.Tag: Einbringen der Kolonien in TSB Bouillon

3-5 kleine Kolonien mit steriler Ose in 5ml TSB Bouillon inokulieren

Inkubation der TSB Bouillon bei 30°C ON fiir 18 h

Bebriitungszeit unbedingt einhalten!! Bakterien befinden sich dann in der spiten log
Phase

Léngere Bebriitungszeiten fithren zu einer Zunahme der Polysaccharide die dann

spéter die Lysis erschweren

-Fiir den niachsten Tag wird benoétigt:

Sterile Tuberkulinspritzen

Sterile 12 ml Zentrifugenréhrchen aus Glas mit Stopfen
Sterile Plastikrohrchen 15 ml und 5 ml

Sterile Pipettenspitzen

Sterile MeBzylinder und Becherglédser

Losungen: PIV Puffer
Lysispuffer
RNAse
Lysozym
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3.Tag: Einbetten in Agarose und Zelllysis:

Eis holen

Zentrifuge bei 500 x g fiir 15 min vorkiihlen

Wasserbad auf 60°C erwirmen

12 ml Zentrifugenrohrchen beschriften und mit jeweils 5 ml kaltem PIV fiillen

ON Bakterienkulturen in TSB auf Eis geben

Bakterienkultur vortexen und jeweils 2 ml davon in Réhrchen mit 5 ml PIV
verbringen, anschlieend gut vortexen

Bakterienkultur in PIV bei 1000 x g, und 4°C fiir 15 min zentrifugieren. (Se-
dimentbildung am Boden muss sichtbar sein- evt. zweimal zentrifugieren)

Wihrend des Zentrifugierens Agarose in PIV herstellen und im Wasserbad tiber der
Flamme eines Bunsenbrenners vollstindig l6sen

5 ml Plastikrohrchen zum erwirmen ins Wasserbad stellen

Tuberkulinspritzen und 15 ml Réhrchen beschriften, in den Kiihlschrank legen
Jeweils 0,5 ml der gelosten Agarose in PIV in 5 ml Rohrchen abfiillen und an-
schlieend im 60°C Wasserbad warm halten

Parafilmstiickchen zum VerschlieBen bereitstellen

Nach dem Zentrifugieren PIV Uberstand dekantieren

Bakterienzellen in 750 pul PIV resuspendieren und vortexen

Rohrchen auf Eis stellen

Vortex, Tuberkulinspritzen, Parafilm, Abfallbehilter, Pipettenspitzen bereitstellen
Jeweils 0,5 ml der Bakterienzellsuspension in R6hrchen mit 0,5 ml geloster Agarose
verbringen und gut vortexen

Agarose-Zellmischung in Tuberkulinspritze aufziehen und mit Parafilm verschlie3en
Tuberkulinspritzen mit Agarose-Zellmischung fiir 0,5 h auf Eis legen (nicht kiirzer!)
in der Zwischenzeit Lysis Losung nach Rezept herstellen

Skalpell mit Alkohol sterilisieren

Erstarrte Agarose-Zellmischung aus Tuberkulinspritzen in drei gleich grof3e Stiicke
schneiden und in 15 ml R6hrchen geben

4 ml Lysis Losung dazupipettieren

Rohrchen ON im 37°C Wasserbad schrég liegend und mit Schiitteln inkubieren
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Fiir den néchsten Tag werden bendtigt:
Sterile Plastikrohrchen 15 ml

Sterile Bechergldser und Messzylinder
Losungen: ES Puffer

Proteinase K Stammlsg.

4.Tag: Deproteinisierung
Eis holen
Wasserbad auf 50°C heizen

ESP-Losung herstellen

Uber Nacht in Lysislosung inkubierte Réhrchen kurz auf Eis legen damit die
Agaroseblockchen beim Pipettieren nicht beschidigt werden

Lysislosung absaugen und verwerfen

2 ml ESP-Losung auf die Agaroseblockchen pipettieren

2 h bei 50°C im Schiittelwasserbad inkubieren

ESP Losung absaugen, 2 ml frisches ESP zugeben und erneut 2 h bei 50°C inkubieren
ESP absaugen, 2 ml frisches ESP zugeben

Bei 50°C ON mit Schiitteln inkubieren

5.Tag:

SchlieBt sich keine Weiterbearbeitung an: ESP-Losung zur Aufbewahrung nochmals
wechseln!!

Die Agaroseblockchen kdnnen dann bis zu 2 Jahre bei 4°C aufbewahrt werden.
Werden die Agaroseblockchen in der darauffolgenden Woche weiter bearbeitet, so

werden sie ibers Wochenende im Kiihlschrank aufbewahrt.

Fiir die darauffolgende Woche werden bendtigt:
Sterile Safe Lock-Reaktionsgefalie
Sterile Becherglaser und messzylinder
Sterile Erlenmayerkolben
Losungen: TE 10:1
TBE
Restriktionsenzyme und Lambda Ladder

Ethidiumbromid Stammldsung
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1.Tag: Restriktionsenzymverdau und Gelherstellung

Eis holen

Safe Lock Reaktionsgefda3e beschriften

Frische 15 ml Rohrchen beschriften, Parafilm zurechtschneiden

Wasserbad auf Restriktionsenzymtemperatur (z.B. 37°C) einstellen

ESP-L6sung von iibers Wochenende im Kiihlschrank gelagerten Rohrchen abkippen,
2 der 3 Blocke mit Glasspatel in frisches Rohrchen verbringen, 3.Block von hinten in
dazugehorige Tuberkulinspritze schieben und mit sterilem Skalpell 1 mm Scheibchen
abschneiden.

Agarosescheibchen in Safe Lock Reaktionsgefall geben.

in die Tuberkulinspritze TE 10:1aufziehen und mit Parafilm verschlieBen

auf die verbliebenen Agaroseblockchen im Rohrchen 2 ml frische ESP-Losung
pipettieren, und beides (Tuberkulinspritzen und Réhrchen im Kiihlschrank aufbe-
wahren.

Auf die Agarosescheibchen im Safe Lock Reaktionsgefa3 200 pl TE 10:1 Losung
pipettieren und bei 37°C im Schiittelwasserbad fiir 15 min waschen

Diesen Waschschritt 3x wiederholen mit jeweils frischer TE Losung.

Wihrend der TE Waschungen Gel herstellen:

Geltrédger in Elektrophoresekammer einsetzen, und mit Hilfe einer Libelle
ausbalancieren

PFGE Gel 1%ig herstellen, in Mikrowelle 16sen und Verdunstungsverlust mit sterilem
Aqua bidest auffiillen

Gelgiefirahmen auf Geltrager auflegen, Kamm bereitlegen, und Gel bei geschlossener
Tiir gieBen

Evtl. vorhandene Blasen mittels Pipette absaugen, Kamm einsetzen, und Gel erkalten
lassen (ca. 30 min)

Elektrophorese Gebrauchspuffer (0,25 TBE-Losung) ansetzen und in
Elektrophoresekammer einfiillen

Pufferumwélzpumpe einschalten und eine Temperatur von 8°C einstellen

in der Kammer soll ein Temperaturbereich von 13-16°C erreicht werden, der wéhrend
der Elektrophorese nicht liberschritten werden sollte

Hexagonale Elektrode in Aqua bidest wéssern

Gel nach 30 min in Elektrophoresekammer einsetzen
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Vorelektrophorese entweder 1,5 h oder iiber Nacht Dazu Power supply und Controller
anschalten. Am Power Supply entsprechendes Programm auswéhlen: 200 V, 100 mA

Conroller-Programm auswéhlen 20 h, 1 sec-18 sec

Nach abgeschlossenen TE Waschungen Losung absaugen

100 pl frisches TE auf die Agarosescheibchen pippetieren und fiir 20 min auf Eis
geben

in der Zwischenzeit Restriktionspuffer ohne Enzym herstellen und in vier Safe Lock
Reaktionsgefdfe abfiillen

TE Losung abpipettieren, 100 pl Restriktionspuffer aus zwei der vier Reaktionsgeféf3e
auf die Proben geben und nochmals fiir 20 min auf Eis

Wiihrend dieser Aquilibrierung Restriktionsenzym in die beiden verbliebenen Reak-
tionsgefaBe mit Restriktionspuffer zugeben

Restriktionspuffer zur Aquilibrierung absaugen, je 100 pl Restriktionspuffer mit
Enzym zu den Scheibchen geben und nach Herstellerangaben im Schiittelwasserbad
inkubieren

Nach abgeschlossenem Enzymverdau Agarose Scheibchen auf Eis geben und
Enzymlosung abpipettieren

mit Glasspatel und Deckgldschen Scheibchen in die Geltaschen schieben

Drei Scheibchen von Lambda Ladder als GroBenstandard in freie Geltaschen zwischen
den Proben schieben

Geltaschen mit fliissiger Agarose verschlieBen

Nach Beendigung der Vorelektrophorese Pulsfeld-Elektrophorese-Programm aus-

wihlen, fir Y. enterocolitica 20 h, 1 sec-18 sec, 200 V, 100 mA

2.Tag: Farben des Gels und Gelauswertung

Nach abgeschlossener Elektrophorese Gel mit sterilem Skalpell vom Geltisch 16sen
60 min in Ethidiumbromid-Firbeldsung farben

Gel anschlielend einige Minuten bis Stunden wissern

Gel in UV Transilluminator Workstation legen und ausrichten

Programm Multianalyst® am PC aufrufen

Aufnahme anfertigen und am Computer nachbearbeiten
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2.1

Nédhrmedien und Reagenzien

Isolierung und Identifizierung von humanpathogenen Yersinia Spezies

Feste Niahrboden (Fertigplatten)

CIN-Agar Becton-Dickinson BD 4354088
(Cefsulodin-Irgasan-

Novobiocin-

Agar)

TSA-Agar Becton-Dickinson BD 4354051

(Trypticase-Soja-Agar)

Hilfsmittel zur Biotypisierung

BBL" Enterotube[1I Becton-Dickinson BD 4373176
Api 20E Testsystem zur bioM¢érieux Sa, 20 100/20 160
Identifizierung von

Enterobacteriaceae

Hilfsmittel zur Serotypisierung

Monospezifische SIFIN

Agglutinations-
Seren O:3 und O:9 TS 1701 u TS 1703

Aufbewahrungsmedium fiir typisierte Stimme
Mikrobank® PRO-LAB PL160
DIAGNOSTICS
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2.2

2.3

24

Anreicherung und Konzentrierung von Stimmen fiir die PFGE

TSA-Agar/CASO-Agar

(Trypticase-Soja-Agar/Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar)

Merck, 105458
Aqua dest.

TSB-Bouillo/CASO-Bouillon

40g
ad 1000ml

(Trypticase-Soja-B./Caseinpepton-Sojamehlpepton-B.)

Merck,105459
Aqua dest.

PIV-Puffer(pH 7.6)
(Rezept sh. Punkt2.)

Einbetten in Agarose

Agarose in PIV, 2%ig

Agarose Low Melt Preparative
Grade

Bio Rad,162-0017

PIV-Puffer (pH 7,6)

(Rezept sh. Punkt 2.)

Zelllysis

Lysis-Losung

(vor Gebrauch frisch anzusetzen)

(Rezepte sh. Punkt 2.)
RNAse Stammlosung
Lysozym Stammldsung
Lysis-Puffer

30g
ad 1000ml

Menge/16Stamme
107ml

Menge/16 Stamme
0,22¢g

ad 11ml

Menge/16 Stamme

140ul (2 Eppis)
1400ul (2 Eppis)
70ml
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2.5

2.6

Deproteinisierung

ESP-Losung

(vor Gebrauch frisch anzusetzen)

(Rezepte sh. Punkt 2.)

Proteinase K Stammldsung

ES Puffer (pH 8,0)

Restriktionsverdau

TE-Puffer 10:1 (pH 7.6)
(Rezept sh. Punkt 2.)

Restriktionspufferlosung ohne Enzym
NE Puffer 10:1

fiir NotI Restriktion: NE Puffer 3*

fiir Apal Restriktion NE Puffer 4*

fiir Xhol Restriktion NE Puffer 2*
BSA* (Bovines Serum Albumin) 100:1

Aqua bidest. steril

Restriktionspufferlosung mit Enzym

1. NotI Restriktion:

NE Puffer 3*

BSA* (Bovines Serum Albumin) 100:1
Notl Enzym (10.000U/ml)

New England BioLabs® R0189S

Aqua bidest. Steril
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Menge/16 Stamme

Tml
ad 140ml

Menge/16 Stamme

32ml
Menge/2x8Stamme
2x  80ul
2x gul
2x  712ul

Menge/2x8 Stimme

2x  80ul
2x 8ul
2X &ul
2x  704ul

*wird mit Restriktionsenzym mitgeliefert
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2. Apal Restriktion: Menge/2x8 Staimme
NE Puffer 4* 2x  80ul

BSA* (Bovines Serum Albumin) 100:1 2x 8ul

Apa I Enzym (10.000U/ml) 2x  16ul

New England BioLabs® R0114S

Aqua bidest. Steril 2x  696ul

3. Xhol Restriktion:

NE Puffer 2* 2x  80ul
BSA* (Bovines Serum Albumin) 100:1 2 8ul
Xhol Enzym (20.000U/ml) 2x  l6ul
New England BioLabs® R0146S

Aqua bidest. Steril 2x  704ul

2.7  Gelherstellung und Gelladung

PFGE Gel 1%ig

Pulsed field certified Agarose I,1g
Bio Rad 162-0137 ad 110ml
0,25 TBE

(Rezept sh. Punkt 2.)

PFG Marker-Lambda Ladder
N 0340, New England BioLabs

Elektrophorese Gebrauchspuffer

0,25TBE

TBE 5x 125ml
(Rezept sh. Punkt 2.)

Aqua bidest ad 2500ml

*wird mit Restriktionsenzym mitgeliefert
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2.8 Gelauswertung

Ethidiumbromid Firbeldosung

Ethidiumbromid-Stammldsung 25ul
10mg/ml
SIGMA® E 15-10

TBE 0,25x ad 500ml
(Rezept sh. Punkt 2.)
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3

3.1

PFGE-Rezepte fiir Puffer und Stammlésungen

Puffer

Tris(hydroxymethyl)aminomethane Trizma®Base T-6066, SIGMA
Natriumchlorid, A 1149.1000, AppliChem
EDTA-Ethylendiaminotetraessigsdure, E-5134, SIGMA

Brij 58-Polyoxyethylenglycolhexadecylether, P-5884, SIGMA
Deoxycholsdure-Natrium-Salz, D-6750,SIGMA
N-Lauroyl-Sarcosin-Natrium-Salz, L-5125, SIGMA

Borsaure, B-6768, SIGMA

PIV-Puffer (pH 7.6)

Tris 10mM (MG 121,1) 0,606g
NaCl 1 M (MG 58) 29,220g
Aqua bidest ad 500ml
Autoklavieren

Lagern 4°C

Lysis Puffer (pH 7.6)

Tris 6mM (MG 121,1) 0,365¢g
NaCl 1M (MG 58) 29,22¢g
EDTA 100mM (MG372,2) 18,61¢g
Brij-58 0,5%ig 2,5g
Natrium Deoxycholat 0,2%ig 1,0g
Natrium Lauroyl Sarkosin 0,5%ig 2,5¢
Aqua bidest ad 500 ml
autoklavieren

Lagerung bei 4°C
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ES Puffer pH 8.0

EDTA 0,5M (MG 372,2) 93,05¢g
Natrium Lauroyl Sarkosin 10%ig 50,00¢g
Aqua bidest ad 500,00ml
Autoklavieren

Lagerung bei Zimmertemperatur

TE-Puffer 10:1 pH 7.6

Tris 10mM (MG 121,1) 0,606g
EDTA ImM (MG 372,2) 0,186g
Aqua bidest ad 500ml
Autoklavieren

Lagern bei Zimmertemperatur

TBE 5x pH 8.0

Tris 446mM (MG 121,1) 54,00g
Borsdure 446mM (MG 61,83) 27,50g
EDTA 10mM (MG 372,2) 3,72¢g
Aqua bidest ad 1000ml
Autoklavieren

Lagern bei Zimmertemperatur
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3.2

Stammlosungen

RNA se Stammldsung
RNA se
Ribonuclease, R6513, SIGMA

steriles Aqua dest
je 70ul in Eppendorf Reaktionsgefdlie abfiillen
Lagerung bei -20°C

Lysozym-StammlGsung

Lysozym

Lysozym, L6876, SIGMA
steriles Aqua dest

je 700ul in Eppi abfiillen
Lagerung bei -20°C

Proteinase K Stammldsung

(20Xkonzentriert)

Proteinase K

Proteinase K, P2308, SIGMA

ES Puffer

Rezept sh. Punkt 2.1.

1h bei 50°C inkubieren (nicht autoklavieren!)

Lagerung bei 4°C
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4
4.1

Geriite und Laborbedarf

Laborgerite-Grundaustattung

Brutschrank
-Typ B6200
Kiihlschrank

-Kiihl-Gefrierkombination Typ "Premium"

-Kiihlschrank Typ "profi line"
Eismaschine

-Eismaschine UBE 50/35
Schiittelwasserbader

“Typ 3047

“Typ 1083

Autoklav
-Hochdruckdampf-Sterilisator Typ 112

Aqua bidest Bereiter

-Fistreem™ Cyclon ™
Waagen

-Analysenwaage MC1 Typ AC 210S

-Laborwaage Typ L610
Mikrowelle

-Typ NN-K448W
Zentrifuge

-Biofuge 15R

-Rotor HSA 4100 fiir

Zentrifugenréhrchen
Magnetriihrer mit Heizplatte

-Magnetrithrwerk MR 2002

-Typ RET Janke und Kunkel
PH-Meter

-Microprocessor pH Meter pH 95, Set 2
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Heraeus Instruments

Liebherr
Liebherr

Zigra Eismaschinen
Koéttermann
Labortechnik

GFL Gesellschaft fur

Labortechnik

KSG Sterilisatoren
GmbH

Fisons plc.

Sartorius

Sartorius

Panasonic

Heraeus Sepatech

Heraeus Sepatech

Heidolph

IKA Labortechnik

WTW
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-pH Einstabmesskette Modell E50
Reagenzglasschiittler

-Vibro-Fix VF2 Janke und Kunkel

Pipetten
-Kolbenhubpipette Reference” variabel 2-10ul
10-100ul
200-1000ul
fix 1000 ul

Kolbenhubpipette pipetman P500
Standardtips 100ul und 1000ul

Sonstiges:
Osen: Platin/Iridiumésen 90/10

Loffelspatel

Mikromagnetriihrstibchen
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WTW

IKA Labortechnik

Eppendorf

Gilson

Eppendorf

Bender u. Hobein
Merck
WWR international
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4.2 Spezialanschaffungen fiir die PFGE

Elektrophoresegerit

-Gene Navigator ™ Elektrophorese Kammer
Art.181019-19
Basiseinheit mit Pufferumwalzpumpe
-Hexagonaler Elektrodenkit
Art. 18019-20
Bestehend aus:
Hexagonal-Elektrodenrahmen mit Anschliissen
Geltrager 15x15cm
Selbstdichtender GelgieBrahmen, Kamm 1mm
Controller
-Gene Navigator TM Controller
Art. 18-1026-17
Stromversorgung

Electrophoresis Power Supply EPS 600

Gelauswertung

-Gel Doc 1000 Video Geldocumentation System
UV Transilluminator Workstation

CCD Camera

PC Software Multianalyst”/PC Version 1.1
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Pharmacia Biotech

Pharmacia Biotech

Pharmacia Biotech

Pharmacia Biotech

Bio Rad
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43 Glaswaren und Verbrauchsmaterial

Glaswaren

-Sterile Bechergldser, Fassungsvermdgen 100ml

150ml
aus Duran®
-MeBzylinder steril, 25ml 100ml, 250ml, 1000ml
Silberbrand®

Sterile Erlenmayerkolben, weithals, 250ml, Duran®
Sterile Erlenmayerkolben, weithals, 3000ml
-Laborflaschen mit Gewinde, aus Duran®
500ml und 1000ml

mit Schraubverschlusskappen PP

-Glaspipetten Silberbrand Eterna, Klasse B, 5ml
-Reagenzglaser 160mmx16mm mit

STERI Wattestopfen Nr. 14

-Zentrifugenglaser, ungraduiert, 12ml, mit Rundboden

Verbrauchsmaterial

-15ml Zentrifugenréhrchen aus PS, glasklar,
100mmx 16mm, mit Rundboden,

Steri Wattestopfen Nr. 14

-5ml Rohrchen aus PS, 75mmx12mm

-Tuberkulin-Einmalspritzen, 1ml, steril
Parafilm®M 4"x250" american
Sterile Einmalskalpelle
Safe Lock Reaktionsgefafie 1,5ml, farblos
Wigeschalen aus Plastik
Sterile Petrischalen Nr.100
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Schott

Brand

neolLab
Schott
Merck

Bender u. Hobein
Schott
Schubert

Bender und Hobein

Spicker

Schubert
Spicker
neoLab

Can company
martin
Eppendorf
neoLab

Waldeck
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4

Tabelle 14: Ubersicht der Yersinia Spezies Stimme aus humanen Stuhlproben im

Untersuchungszeitraum 2001/2002

Ubersichtstabellen zu den Untersuchungsergebnissen

Nr Stamm- Datum der |Geschlecht| Alter Wohnort Symptome Sp. BT | ST
bezeichnung | Isolierung [\ T w

1 HYE |Ref 11.01 YE 4 |03
2 |HYE |5661 14.11.01 8 |Pfaffing Enteritis YE 4 |03
3 HYE |6388 16.11.01 21 |Minchen Akute Gastroenteritis YE 4 |03
4 |HYE (6940 16.11.01 11 |Ebefing Enteritis YE 4 |03
6 HYE [9297 22.11.01 X 1 |Landsberied Anhaltende Enteritis YE 4 |03
5 [HYE [12031 27.11.01 21 |Minchen Enteritis YE 4 |03
7 HYE (10724 29.11.01 18 |[Markt Indersdorf  |Appendicitis YE 4 |03
8 HYE (12425 29.11.01 30 |UnterschleiBheim |Gastroenteritis YB/YM

9 HYE [731 04.12.01 1 |Geretsried Enteritis YE 4 |03
10 |HYE [914 04.12.01 43 |Echeuried Enteritis YE 4 |03
11 |HYE |6989 19.12.01 4 |Babersham Enteritis YE 4 |03
1 HYE |2093 08.01.02 X 3 |Emmering Enteritis YE 4 |03
2 |HYE |7264 19.01.02 X 9 |Minchen Enteritis YE 4 |03
3 HYE [7301 21.01.02] x 73 |Karlsfeld Anhaltende Enteritis YE 4 |03
4 |HYE [7428 21.01.02] x 48 |Erding Enteritis YE 4 |03
5 |[HYE [11434 30.01.02] x 21 |UnterschleilRheim YE 4 |03
6 |HYE [12247 31.01.02] x 15 YE 4 |03
7 |HYE [5283 14.02.02 X 58 |UnterschleiRheim YE 1A

8 |[HYE [11215 27.02.02] x 32 |UnterschleiRheim YB/YM

9 |[HYE |2502 07.03.02] x 41 |Minchen YE 4 |03
10 |HYE 8205 20.03.02] x 6 |Hohenpassenberg |Gastroenteritis YE 4 |03
11 |HYE |11187 28.03.02] x 30 |Berlin Enteritis YE 4 |03
12 |HYE |3891 11.04.02 X 4 |Minchen Enteritis YE 2 |09
13 |HYE |8588 23.04.02 X 4 |Minchen Enteritis YE 2 |09
14 |HYE 8616 23.04.02 X 59 |Ohlstadt Enteritis YE 4 |03
15 |HYE |8798 23.04.02 X 33 |Seehausen YE 4 |03
16 |HYE |9180 24.04.02 X 43 |Minchen Psoriasis YE 1A

17 |HYE |9426 24.04.02 X 2 |Miesbach Persisierende Enteritis YE 4 |03
18 |HYE 4230 14.05.02 X 25 |Puchheim Notfall YE 4 |03
19 |HYE 4273 14.05.02 X 10 |Miinchen Wiederkehrende Enteritis YE 4 |03
20 |HYE [4557 14.05.02] x 7 |Gammelsdorf Gastroenteritis YE 4 |03
21 |HYE (6298 21.05.02 X 82 |Olching Gastroenteritis YF

22 |HYE (8602 28.05.02 X 1 |Minchen Gastroenteritis YE 4 |03
23 |HYE |8611 28.05.02 74 |Minchen Enteritis YE 4 |03
24 |HYE [3337 11.06.02] x 38 |Minchen Enteritis YE 4 |03
25 |HYE [6078 18.06.02 X 1 |Minchen Enteritis YE 4 |03
26 |HYE [8822 25.06.02] x 47 |Minchen Akute Gastroenteritis YE 4 |03
27 |HYE [8926 25.06.02 X 5 [|Valley Gastroenteritis YE 4 |03
28 |HYE |10088 27.06.02 9 |Minchen YE 4 |03
29 |HYE [1950 04.07.02 7 Mo [Miinchen YE 4 |03
30 [HYE [4249 10.07.02 17 |Miinchen YE 4 |03
31 [HYE 4343 10.07.02 X 57 |Minchen Enteritis YE 4 |03
32 |[HYE [6316 16.07.02] x 17 |Miinchen YE 4 |03
33 |[HYE [8750 22.07.02 X 8 |Kienberg Gastroenteritis YE 4 |03
34 |HYE [6296 20.08.02|x 49 |Kirchheim Enteritis YE 4 |03
35 |HYE [6370 20.08.02 9 |Peiting YE 4 |03
36 |[HYE [6383 20.08.02 48 |Minchen Enteritis (V.a. Salmonellose)| YE 4 |03
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Nr. Stamm- Datum der | Geschlecht| Alter Wohnort Symptome Sp. BT | ST
bezeichnung | Isolierung

37 |HYE [7635 23.08.02 X 9 |Minchen Notfall! YE 4 |03

38 |HYE [9363 28.08.02] x 61 |[lsmaning Gastroenteritis YE 4 103

39 |HYE |6041 18.09.02 X 17 |Planegg Enteropathiesyndrom YE 4 103

40 |HYE [7449 09.02 X 51 |Friedberg Enteritis YE 4 |03

41 |HYE [8051 21.10.02 X 30 |Wasserburg Enteritis YE 4 103

42 |HYE |12658 10.02 X 17 |Scneeberg YE 4 |03

43 |HYE |2792 08.11.02 X 9 |Minchen Enteritis YE 4 |03

44 |HYE [3738 11.11.02] x 11 |? YE 4 |03

45 |HYE [3963 12.11.02 X 52 [Minchen YE 4 |03

46 |HYE 4177 12.11.02] x 37 [Hohenbrunn YE 4 |03

47 |HYE |6328 18.11.02 X 32 |Minchen Gastroenteritis YE 4 103

48 |HYE |7839 20.11.02 X 14 |[Minchen Gastroenteritis YE 4 103

49 |HYE |3757 10.12.02 2 |Minchen Enteritis YE 4 |03

50 [HYE |5821 16.12.02 X 12 |Miinchen YE 4 |03

Nr. Probennummer

M Miénnlich

w Weiblich

Sp Spezies

BT Biotyp

ST Serotyp

HYE Humane Y. enterocolitica

YE Y. enterocolitica

YB/YM Y. bercovier!Y .mollaretii

YF Y. frederiksenii
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Tabelle 15: Ubersicht der Ergebnisse der Charakterisierung von Humanstimmen und

Nichthumanstimmen
Nr. |Stammbezeichnung|Datum Probenart Sp. | BT | ST | API 20E/ET PFGE GT
Not Apa | Xho

1 SHY1.1 | D(A) |29.11.99 |Zunge YE | 4 | O3 [10155231 N1 Al | X1 [
2 SHY1.3 [ M(A) Lunge YE | 4 | O3 [10155231 N1 Al | X1 [
3 SHY1.4 [ M(A) Herz YE | 4 | O3 [10155231 N11 A1 | X1 | XVl
4 SHY2.4 | M (B) Herz YE | 4 | O3 [10155231 N13 A7 | X8 | XIX
5 SHY3.1 | M(B) |06.12.99 |Zunge YE | 4 | O3 [10155231 N11 A1 | X1 | XVl
6 SHY4.1 | D (A) Zunge YE | 4 | O3 [10155231 N4 A2 | X1 | VI
7 SHY5.1 | M(A) |13.12.99 |Zunge YE | 4 |03 |01155211 N4 A9 | X1 IX
8 SHY5.3 | M(A) Lunge YE | 4 | O3 |00155211 N4 A9 | X1 IX
9 SHY5.5 | M(A) Zwerchfell YE | 4 | O3 |01155211 N4 A9 | X1 IX
10 SHY5.7 | M(A) Niere YE | 4 | O3 [11155230 N2 Al | X1 \
11 SHY6.1 | M (A) Zunge YE | 4 | O3 [10155231 N4 A9 | X1 IX
12 SHY6.4 | M (A) Herz YE | 4 | O3 [10155231 N15 A5 | X8 | XXI
13 SHY6.5 | M (A) Zwerchfell YE | 4 | O3 [10155231 N1 A2 | X1 Il
14 SHY7.1 | M(A) |20.12.99 |Zunge YE | 4 | O3 [10155231 N4 A9 | X1 IX
15 SHY7.4 | M(A) Herz YE | 4 | O3 [10155231 N4 A9 | X1 IX
16 SHY8.1 | M(A) Zunge YE | 4 | O3 [10155231 N8 A2 | X1 | XIV
17 SHY8.3 | M (A) Lunge YE | 4 | O3 [10155231 N1 A2 | X1 Il
18 SHY8.4 | M(A) Herz YE | 4 | O3 [10155231 N1 A2 | X1 Il
19 SHY8.5 | M(A) Zwerchfell YE | 4 | O3 [10155231 N1 A2 | X1 Il
20 SHY8.6 | M (A) Leber YE | 4 | O3 [10155231 N1 A2 | X1 Il
21 SHY9.1 | M(A) |27.12.99 |Zunge YE | 4 | O3 [10155231 N1 A3 | X3 I
22 SHY9.3 [ M(A) Lunge YE | 4 | O3 [10155230 N1 A3 | X3 I
23 SHY9.6 | M (B) Leber YE [ 1A 11545231 1A3
24 SHY10.3 | M (A) Lunge YE | 4 | O3 [10155230 N14 A8 | X8 | XX
25 SHY10.6 | | (A) Leber YE | 4 | O3 [10155231 N17 [ A15] X1 | XXIV
26 SHY11.3 | M (A) Lunge YE | 4 | O3 |00115200 N14 A8 | X8 | XX
27 SHY13.3 | M (A) Lunge YE | 4 | O3 [10155231 N1 A2 | X1 Il
28 SHY18.4 | | (A) Herz YE | 4 | O3 [10155221 N1 A4 | X4 v
1 T1 1D |21.02.00 [Tonsille YE | 4 | O3 |10155231 N12 A1 | X1 | Xvil
2 S1 1D Faeces YE | 4 | O3 [10155231 N12 A1 | X1 | XVl

S3 10N Faeces YE | 4 | O3 [10155231 N12 A1 | X1 | XVl
1 YEF4 111 |08.05.00 [Hackfleisch YE | 4 | O3 [10155231 N6 Al1| X1 Xl
2 YEF5 11 Hackfleisch YE | 4 | O3 [10155231 N6 Al1| X1 Xl
3 YEF12 11 Hackfleisch YE | 4 | O3 (10155230 N1 Al | X1 |
4 YEF25 ™M Hackfleisch YE | 4 | O3 [10155231 N6 Al1| X1 Xl
5 YEF44 1D |15.05.00 |Hackfleisch YF 13555331 YF2
6 YEF53 111 [22.05.00 [Hackfleisch YE | 4 | O3 [10155231 N1 Al | X1 |
7 YEF97 ™M Hackfleisch YE | 4 | O3 [10155231 N1 A2 | X1 Il
8 YEF183 111 [26.06.00 [Hackfleisch YE | 4 | O3 [10155231 N1 A2 | X1 Il
9 YEF188 1M Fett YE | 4 | O3 [11155220 N1 Al | X1 [
10 YEF289 111 [30.07.00 [Hackfleisch YE | 4 | O3 [12145221 N1 Al | X1 |
11 YEF297 11 Hackfleisch YE | 4 | O3 [10155220 N13 A7 | X8 | XIX
1 1M1 1D |26.06.01 |[Ferkel 1 YE | 4 | O3 [10155231 N1 A10 | X5 \
2 1M5 1D 1/2 Schwein YE | 4 | O3 [10155211 N5 Al | X1 Xl
3 1M32 1KOH Gehirn YE [ 1A 11557230 1A1
4 2M2 1KOH |27.06.01 |Haken YK 11545031 YK
5 2M16 | 2MRB Schwarte YK YK
6 2M25 1D Fillet YK 13145031 YK
7 3M12 1MRB |28.06.01 |Bauchspeck YE | 4 |03 [10155230 N4 A9 | X1 IX
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Nr. |Stammbezeichnung|Datum Probenart Sp. | BT | ST | API 20E/ET PFGE GT
Not Apa | Xho

8 3M14 2ITC Schinkenstlick Yl 10151730 Y12

9 3M25 1D Kettenhandschuhe YE | 4 | 0310155231 N7 A13 | X9 | Xl

10 3M39 1D Messer YR 13155631 YR

11 4M12 1MRB [29.06.01 [Schlegel YE | 4 |03 |00155231 N9 A14| X6 | XV

12 4M14 1ITC Leber YE | 4 |03 10155211 N16 | A17 | X10 | XXIII

13 4M22 1ITC Leber YE | 4 | 0310155210 N16 | A17 | X10 | XXIII

14 5M18 1D |04.07.01 |FuRe mit Schlegel YE | 4 |03 10155231 N1 Al | X1 I

15 5M19 1D FiRe mit Schlegel YE | 4 |03 10155231 N1 Al | X1 I

16 5M25 1D Ferkel YI 13557731 Y1

17 1MRB YE | 4 | O3 |10155230 N1 Al | X1

18 5M30 1D Bauch/Brust YF 13545331 YF1

19 6M3 1D |11.07.01 [1/2 Schwein YE | 4 |03 10155231 N3 Al | X1 VII

20 6M11 2D Fleischstiicke YE | 4 |03 |10155231 N2 Al | X1 VI

21 7MV1 1D |08.08.01 |Leber YE | 4 | O3 |10155230 N4 A2 | X1 | Vi

22 7TMV2 1D Niere YE | 4 | 0303175221 N4 A12 | X7 X

23 7MV4 1D Zunge YE | 4 |03 |11155220 N1 A4 | X4 v

24 8M6 1D Schissel YI 13557731 YI3

1 Cindy 2.1D |17.07.02 |Chincilla: Kot YE | 3 |03 [11155211 YE3

2 Filou 5.1D Chincilla: Kot YE | 3 |03 [11155211 YE3

3 WS899L 1D |12.06.02 |Wasserschwein: Kot | YP 10141000 YP

1 HYE Ref [11.01 Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 11155220 N1 A4 | X4 [\

2 HYE 5661 |14.11.01 |Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [10155220 N1 A4 | X4 [\

3 HYE 6388 [16.11.01 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [10155220 N10 A6 | X2 | XVI

4 HYE 6940 [16.11.01 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [11155231 N8 A2 | X1 | XIV

5 HYE 9297 [22.11.01 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 |00155221 N1 Al | X1 I

6 HYE 12031 |27.11.01 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 |10155231 N1 Al | X1 I

7 HYE 10724 |29.11.01 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [10155220 N4 A9 | X1 IX

8 HYE 12425 |29.11.01 | Humane Stuhlprobe |YB/M 10145220 YB/M1

9 HYE 731 |04.12.01 |Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [10155221 N1 A2 | X1 Il

10 HYE 914 |04.12.01 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [10155231 N4 A9 | X1 IX

11 HYE 6989 [19.12.01 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [10145220 N1 Al | X1 I

12 HYE 2093 |08.01.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [22042 N16 | A16 | X11 | XXII

13 HYE 7264 |19.01.02 |Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [10155231 N1 Al | X1 I

14 HYE 7301 |21.01.02 |Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [22062 N8 A2 | X1 | XIV

15 HYE 7428 |21.01.02 |Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [22062 N2 Al | X1 \i

16 HYE 11434 |30.01.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [10155230 N1 A2 | X1 Il

17 HYE 12247 |31.01.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 22042 N1 A2 | X1 Il

18 HYE 5283 [14.02.02 |Humane Stuhlprobe | YE | 1A 11557230 1A2

19 HYE 11215 |27.02.02 | Humane Stuhlprobe | YB/M 10145230 YB/M2

20 HYE 2502 |07.03.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [10155220 N1 A2 | X1 Il

21 HYE 8205 [20.03.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [10145230 N13 A7 | X8 | XIX

22 HYE 11187 |28.03.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 00155200 N10 A6 | X2 | XVI

23 HYE 3891 |11.04.02 |Humane Stuhlprobe | YE | 2 | O9 [10547220 09

24 HYE 8588 [23.04.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 2 | 09 [11557231 09

25 HYE 8616 [23.04.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [20002 N8 A2 | X1 | XIV

26 HYE 8798 [23.04.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [20002 N1 A2 | X1 Il

27 HYE 9180 [24.04.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 1A 11557231 1A4

28 HYE 9426 [24.04.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [22020 N1 Al | X1 I

29 HYE 4230 [14.05.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 |20002 N4 A9 | X1 IX

30 HYE 4273 |14.05.02 |Humane Stuhlprobe YE | 4 | O3 |20000 N4 A2 | X1 | Vi

31 HYE 4557 [14.05.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 |20000 N4 A2 | X1 | Vi

32 HYE 6298 [21.05.02 | Humane Stuhlprobe | YF 11457321 YF3

33 HYE 8602 [28.05.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [22060 N1 Al | X1 I

34 HYE 8611 [28.05.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [22060 N1 A2 | X1 Il

35 HYE 3337 |11.06.02 |Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [11155210 N8 A2 | X1 | XIV

36 HYE 6078 [18.06.02 | Humane Stuhlprobe | YE | 4 | O3 [11155231 N1 A2 | X1 Il
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Nr.

Sp

BT

ST
Api20E/ET
PFGE
GT

YE

YF

YK

YI

YR

YP
YB/YM

Probennummer

Spezies

Biotyp

Serotyp

Zahlenprofil der Testkits Api 20* oder Enterotube
Pulstyp

Genotyp

Y. enterocolitica

Y. frederiksenii

Y. kristensenii

Y. intermedia

Y. rohdei

Y. pseudotuberculosis

Y. bercovier/Y. mollaretii
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